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1 Einleitung und Fragestellung 
Zink, ein essentieller Mikronährstoff, nimmt in vielen physiologischen Vorgängen eine 
wichtige Rolle ein. Besonders in den Bereichen der Wundheilung, 
Transkriptionsregulation sowie der Immunsystementwicklung. Außerdem ist Zink 
Bestandteil einer Vielzahl von Enzymen. Zink wird über die apikale Membranseite des 
Dünndarms durch verschieden Zinktransporter absorbiert, wobei in den letzten Jahren 
mehr und mehr dieser Transporter identifiziert werden konnten. Dabei stellt sich die 
Frage, warum der Mensch so viele verschiedene Systeme für den Zinktransport besitzt. 
Bewiesen ist, dass Zink der Entstehung von oxidativem Stress entgegenwirkt, indem es 
Metallothioneine induziert. Eine verminderte Zinkaufnahme wirkt sich negativ auf die 
Immunabwehr, Reproduktion und auf den Aufbau der  Darmschleimhaut aus. Ziel 
dieser Arbeit war es, anhand des Zellmodells CaCo2 die Zinktransportvorgänge im 
menschlichen Dünndarm genauer zu verstehen. Diese Zelllinie differenziert unter 
Kultivierung spontan zu Dünndarmenterozyten aus und bildet polare Monolayer. CaCo2 
Zellen weisen im differenzierten Stadium funktionelle und morphologische 
Eigenschaften vollentwickelter Dünndarmenterozyten auf. Aufgrund dessen sind sie ein 
gutes Modell um Zinktransportvorgänge zu untersuchen.  
Im Zuge dieser Arbeit wurde auch die Smad Pathway Aktivierung durch TGF-ß-1 und 
LF in CaCo2 Zellen untersucht. Von TGF-ß-1 ist bekannt, dass dieses Cytokin primär 
über den Smad Pathway signalisiert und auf die verschiedenen Gewebearten teils 
konträre Auswirkungen hat. LF ist als ein multifunktionelles Glykoprotein bekannt und 
ist in viele physiologische Vorgänge involviert. In früheren Untersuchungen konnte 
gezeigt werden, dass TGF-ß-1 und LF vergleichbare Wirkungen in Chondrozyten 
hervorrufen. Auf Grund dieser Gemeinsamkeit wurde die mögliche Wirkung von LF 
und TGF-ß-1 auf die Smad Pathway Aktivierung untersucht. LF kommt auf natürliche 
Weise mit Darmzellen in Kontakt und könnte so eine Signalübermittlung über den 
Smad Pathway initiieren. Die Smad Pathway Aktivierung durch LF und TGF-ß-1 wurde 
zu zwei verschiedenen Differenzierungszeitpunkten der Zelllinie CaCo2 miteinander 
verglichen.  
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2 Literaturüberblick 
 
2.1 Zellmodell CaCo2 
CaCo2 Zellen sind humane Colon Adenokarzinomzellen die am Sloan-Kettering Institut 
für Krebsforschung entwickelt wurden [SAMBUY et al., 2005]. Das Besondere und 
auch Praktische am Zellmodell CaCo2 ist, dass sie durch Kultivierung spontan zu 
Dünndarmenterozyten ausdifferenzieren. Das heißt, dass sie etliche funktionelle und 
morphologische Eigenschaften humaner Dünndarmzellen annehmen. Sie bilden eine 
apikale Membranseite mit Mikrovilli und eine basale Membranseite aus. Dies führt zur 
Entstehung einer polaren Membran. Aufgrund dieser Eigenschaften werden sie gerne 
für Toxizitätstests und Untersuchungen bezüglich der Transportwege verschiedener 
Nährstoffe angewendet. Das CaCo2 Zellmodell ist eine gute Möglichkeit um 
Tierversuche, vor allem im Bereich der Toxizität von Stoffen, zu reduzieren. CaCo2 
Zellen wachsen als Monolayer und bilden im Stadium der Postkonfluenz Domes sowie 
Tight junctions aus [SAMBUY et al., 2005]. Um die Differenzierung von CaCo2 Zellen 
zu überprüfen werden Differenzierungsmarker eingesetzt. Einen dieser Marker stellt die 
ALP dar. Sie wird gerne verwendet, weil sie relativ früh, im Vergleich zu anderen 
Bürstensaumenzymen, während der Zelldifferenzierung ansteigt. Im Vergleich dazu ist 
das hydrolytische Enzym Sucrase/Isomaltase erst zu den Zeitpunkten der Postkonfluenz 
detektierbar [SINGH et al., 1996]. Um innerhalb eines Experiments vergleichbare 
Ergebnisse zu bekommen ist anzuraten, die Kulturzeit zu standardisieren sowie die 
Anzahl der jeweils ausgesetzten Zellen [SAMBUY et al., 2005].  
 
2.1.1 Differenzierungsstadien 
Prinzipiell können drei verschiedene Differenzierungszeitpunkte unterschieden werden. 
Zum Zeitpunkt der Präkonfluenz sind die Zellen homogen und undifferenziert. Wenn 
die Zellen zu einem einheitlichen Zellteppich zusammengewachsen sind, werden sie als 
konfluent bezeichnet. Hier liegen sie meistens in einer gemischten Form vor. Das heißt, 
sie sind teils noch undifferenziert und teilweise schon differenziert. Sie sind heterogen. 
      Präkonfluenz                   
Schlussendlich erreichen sie das Stadium der
vollständig zu Dünndarmenterozyten ausdifferenziert sind und somit homogen und 
polarisiert vorliegen. Während dieser Differenzierungsphase ist eine Veränderung in der 
Proteinexpression und des Zellphänotyps zu beobachten. Es ist ein Wandel von der 
Colon-Tumorzelle zur normalen Dünndarmzelle zu erkenn
 
 
Abbildung 1: 
Differenzierungsstadien des Zellmodells CaCo2. Entwicklung von der Colonkarzinomzelle bis zur 
Dünndarmenterozyten ähnlichen Zelle.
 
2.1.2 Einfluss von Zink auf die Zelllinie CaCo2
Toxische Effekte von Zink auf präkonfluente CaCo2 Zellen si
beschrieben. Ab Konzentrationen
apoptotische Aktivitäten 
könnte sein, dass Darmzellen eine erhöhte Permeabilität aufweisen und 
Zell-Zellkontakte weniger stark
Effekte von Zink auf CaCo2 Zellen 
Differenzierungsstadien. Das bede
vertragen als undifferenzie
    Konfluenz                         Postkonfluenz      
 Postkonfluenz, 
en [SAMBUY et al., 2005]
 
 
 
 von 100 µM Zink, zeigen diese signi
[ZÖDL et al., 2003]. Der zugrunde liegende Mechanis
 ausgeprägt sind [CARIO et al., 2000]. 
variieren zwischen den verschiedenen 
utet, dass differenzierte Zelle
rte [ZÖDL et al., 2003]. 
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2.2 Zink – ein essentieller Mikronährstoff 
Dieses zweiwertig, positiv geladene Ion wird vom Menschen hauptsächlich über die 
apikale Membranseite des Dünndarms aufgenommen. Nur ein kleiner Anteil liegt 
gebunden als Metallothionein vor [MOLTEDO et al., 2000]. Die empfehlenswerte 
Aufnahmemenge liegt bei 7 – 10 mg pro Tag. Damit kann eine funktionierende 
Wundheilung, Zelldifferenzierung und Immunantwort garantiert werden  
[ELMADFA und LEITZMANN, 2004]. Eine verminderte Zinkaufnahme führt zu 
krankhaften Hautveränderungen, wobei ein Defekt des Zinktransporters Zip-4 zum 
Krankheitsbild Acrodermatitis Enteropathica führt [DUFNER-BEATTIE et al., 2003]. 
In mehr als 300 verschiedenen Metalloenzymen spielt Zink entweder eine Rolle als 
Cofaktor oder als maßgebende Strukturkomponente [KAMBE et al., 2004]. Die Enzyme 
Alkoholdehydrogenase und alkalische Phosphatase dienen vor allem als funktionelle 
Parameter zur Erfassung des Zinkstatus [BIESALSKI et al., 2004]. Außerdem erfolgt 
eine Speicherung in den ß Zellen des Pankreas als Zink-Insulin Mikrokristalle. Es 
kommt zur Insulinakkumulation in hohen Konzentrationen. In diesem Zusammenhang 
wird ZnT-5 als ein möglicher Importtransporter von Zink in die Sekretgranula der  
ß Zellen gehandelt [KAMBE et al., 2002]. Zu dem ist Zink in die intrazelluläre 
Signalübermittlung involviert [LANSDOWN et al., 2007]. 
 
2.2.1 Zinkkonzentrationen und Verteilung in der Zelle 
In normalen, subtoxischen Konzentrationen, wirkt Zink als ein Second Messenger und 
in hohen Konzentrationen wirkt es auf Zellen toxisch [FORMIGARI et al., 2007]. Der 
genaue Wirkungsmechanismus ist aber bis jetzt noch nicht genau geklärt. Vermutlich 
bindet Zink an MTe, die eigentlich andere Metalle für ihre Wirkung benötigen. Somit 
können diese nicht mehr ihre volle Funktion ausführen.  
Der Großteil der zirkulierenden Zinkionen bindet an Albumin oder α2-Makroglobulin. 
Wird Zink jedoch von der Zelle aufgenommen, hat es vier verschiedene Möglichkeiten 
der Zwischenlagerung und Bereitstellung. Primär bindet Zink mit hoher Affinität an 
Metalloproteine im Plasma. Sind diese jedoch mit ausreichend Zink versorgt, wird 
dieses in intrazelluläre Kompartimente geschleust, um jederzeit Zink abhängige 
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Proteine versorgen zu können. MTe binden mit einer geringeren Affinität als 
Metalloproteine an Zink und dienen vor allem als austauschbarer Zinkpool fürs Zytosol. 
Durch die Sequestration von Zink in Zellorganellen, kommt es zur Speicherung bzw. 
Entgiftung dieses Ions. Zudem wird überschüssiges Zink über die Fäces ausgeschieden 
[KAMBE et al., 2004]. 
 
 
 
Abbildung 2: 
Der Zinktransport vom Zytoplasma in den Zellkern und umgekehrt, geschieht durch zwei verschiedene 
Zinktransporterfamilien. Die Zip Familie transportiert Zink vom Zellkern oder aus den Kompartimenten 
ins Zytoplasma. Für den Transport von Zink in den Extrazellularraum bzw. in intrazelluläre 
Kompartimente ist die ZnT Familie verantwortlich [KAMBE et al., 2004]. 
 
2.2.2 Metallothioneine und Zink 
Metallothioneine sind Proteine mit multifunktionellen Eigenschaften. Dazu gehören die 
Regulation der Immunabwehr, zinkhältiger Transkriptionsfaktoren, mitochondrialer 
Atmung und Thermogenese. Des Weiteren sind sie wesentlich an der Angiogenese, der 
Entwicklung und Differenzierung von Zellen beteiligt. Somit könnten sie eine nicht 
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unbedeutende Rolle in der Behandlung von akuten Erkrankungen, Entzündungen durch 
oxidativen Stress übernehmen. In der Induktion von MTen spielt Zink eine ganz 
wesentliche sowie effektive Rolle. MT Moleküle sind hauptsächlich innerhalb der Zelle 
lokalisiert. Sobald ein Metallion an ein MT-Protein gebunden ist, wird damit die 
lysosomale Proteolyse verhindert. Durch oxidativen Stress werden freie MTe über die 
Kernmembranporen in den Zellkern transportiert. Durch die Bereitstellung von freien 
MT im Zellkern, wird die Zelle vor einer eventuellen DNA Schädigung und Apoptose 
geschützt. Zusätzlich kommt es durch die Translokation der MTe in den Zellkern zur 
Regulierung der Genexpression. Wie bereits oben erwähnt, stellt diese MT Lokalisation 
einen Zinkpool sowie eine Zinkentgiftungsmöglichkeit dar [FORMIGARI et al., 2007]. 
 
2.2.3 Zelluläre Zinkhomöostase über zwei verschieden Transporterfamilien 
Zink wird hauptsächlich über den Dünndarm resorbiert und zwei verschiedene 
Zinktransporterfamilien spielen dabei eine wesentliche Rolle. Einerseits die  
SLC39 Familie, die den ZIP Transportern entspricht und andererseits die  
SLC30 Familie der ZnTs. Die ZnT Familienmitglieder, wie ZnT-1 und ZnT-5,  
sind vorwiegend für die zytosolische Zinkkonzentrationsreduktion zuständig.  
In CaCo2 Zellen wurde bei ZnT-5 eine bidirektionale Arbeitsweise festgestellt. ZnT-5 
dient nicht nur als reiner Effluxtransporter sondern hat womöglich auch eine 
Influxfunktion inne. Zip-1 und Zip-4 sind grundsätzlich für die Aufrechterhaltung der 
zytosolischen Zinkkonzentrationen verantwortlich [VALENTINE et al., 2007]. 
Auffällig ist, dass in Säugern eine Vielzahl an Zinktransportern identifiziert werden 
konnte. Vielleicht wird die Funktion von Zink im Körper unterschätzt und es bedarf 
noch vieler weiterer Untersuchungen um herauszufinden, warum wir so viele 
Zinktransporter besitzen und in welchen Lebenslagen sie welche Funktionen 
übernehmen. Interessant dürfte dabei die Veränderung der Expression dieser 
Transporter im Alter sein und in wie weit niedrige Zinktransporterlevel in ein 
schwächeres Immunsystem involviert sind [KAMBE et al., 2004].  
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2.2.4 ZIP Familie 
Die ersten Mitglieder dieser Familie wurden in Saccharomyces cerevisiae und 
Arabidopsis thaliana identifiziert [ZHAO und EIDE, 1996] [GROTZ et al., 1998]. 
Aktuell sind 14 verschiedene Mitglieder im Menschen bekannt. Hauptsächlich sind sie 
für den Zinktransport verantwortlich, aber auch Mangan, Eisen und Cadmium können 
von ihnen transportiert werden [KAMBE et al., 2004]. Die Zip-1, 2 und 4 mRNA 
Expressionslevel werden durch die Anwesenheit von Zink reguliert. Jedoch ist nicht 
sicher, ob der Anstieg der mRNA Spiegel durch die Stabilisation der mRNA oder die 
Transkriptionsaktivierung zustande kommt [COSTELLO et al., 1999] 
[CAO et al., 2001] und [LEE et al., 2003]. Von Zip-1 ist bekannt, dass es mit einer 
hohen Affinität an Zink bindet und posttranskriptionell verändert wird  
[KAMBE et al., 2004]. Werden Zellen hohen Zinkdosen ausgesetzt, wird Zip-1 durch 
Endozytose und anschließende Degradation abgebaut [GITAN et al., 1998]  
[GITAN und EIDE, 2000]. Möglicherweise dient dieser Mechanismus zum Schutz der 
Zelle [KAMBE et al., 2004]. 
Durch einen Defekt am Zip-4 Gen kommt es zur Erscheinung der rezessiv vererbten 
Krankheitsform Acrodermatitis Enteropathica. In Folge dieser kommt es zu Diarrhö, 
Wachstumsstörungen und Dermatitis. Grund ist die unzureichende Zinkabsorption über 
den Darm. Wird diese mangelhafte Absorption mit Zinkgaben behandelt, kommt es zur 
Reversion der Symptome. Auch zur Diskussion steht die Möglichkeit, dass die  
Zip-4 Transporter dennoch geringe Mengen Zink transportieren können, das heißt, dass 
sie vielleicht eine geringere Aktivität aufweisen [DUFNER-BEATTIE et al., 2003]. 
Aktuell wurde ein neues Zip-Familienmitglied identifiziert. BIGM103 ist 
wahrscheinlich in die Zinkmobilisierung aus Lysosomen und Endosomen involviert 
[KAMBE et al., 2004].  
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2.2.5 ZnT Familie 
Die CDF Transporterfamilie umfasst derzeit acht Mitglieder [GAITHER und EIDE, 
2001] [KAMBE et al., 2004]. In allen Versuchen, im Zusammenhang mit dieser 
Diplomarbeit, wurden die beiden Transporter ZnT-1 und ZnT-5 genauer untersucht. Die 
Transkriptionsregulation dieser Transporter erfolgt durch die Anwesenheit 
unterschiedlicher Zinkkonzentrationen [DAVIS et al., 1998] [TSUDA et al., 1997] 
[MCMAHON und COUSINS, 1998] [LANGMADE et al., 2000] und  
[LIUZZI et al., 2001]. Das Hauptaugenmerk dieser ZnT Familie liegt in der 
Zinkentgiftung [PALMITER und FINDLEY, 1995] [PALMITER et al., 1996] und 
[KIM et al., 2000]. Die vorwiegende Funktion von ZnT-1 besteht darin, dass dieser den 
Zinkefflux fördert. Zudem ist er der einzige Transporter dieser Familie der in der 
Plasmamembran lokalisiert ist. Überdies sind in den verschiedenen Organen 
verschiedene Größen beobachtet worden [MCMAHON und COUSINS, 1998]  
[KIM et al., 2000]. Das lässt vermuten, dass dieser möglicherweise posttranskriptionell 
modifiziert wird [PALMITER und FINDLEY, 1995] [KIM et al., 2000]. ZnT-1 und 
ZnT-5 mRNA wird im ganzen Körper exprimiert. ZnT-1 kommt vermehrt im 
Dünndarm, in der Plazenta und in der Niere vor [PALMITER et al., 1996]. Die 
Expression wird durch erhöhte Zinklevel forciert [TSUDA et al., 1997] [LANGMADE 
et al., 2000]. ZnT-5 weist die höchsten Spiegel im Pankreas, in der Prostata und in den 
Geschlechtsorgane auf [INOUE et al., 2002]. Besonders in den ß Zellen des Pankreas, 
in den Insulin sekretierenden Granula, wird dieser Transporter im Überfluss produziert. 
Bekannterweise weisen gerade diese Zellen die höchsten Zinkkonzentrationen im 
Körper auf. Der Grund dafür ist, dass hier Insulin als ein Zink/Insulin Hexamerkomplex 
gespeichert wird [KAMBE et al.,  2002] [DODSON und STEINER, 1998]. Eigentlich 
sind die Mitglieder der CDF Familie für den Abtransport von Zink aus dem Zytosol 
verantwortlich, bei ZnT-5 wird eine bidirektionale Funktion diskutiert  
[VALENTINE et al., 2007].  
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2.3 Smad Pathway – Aktivierungsmechanismen durch LF und TGF-ß-1 
 
2.3.1 Laktoferrin 
Ist ein multifunktionelles eisenbindendes Glykoprotein, welches in neutrophilen 
Granulozyten, Tränen, Speichel, Samenflüssigkeit und in der Muttermilch vorkommt. 
Grundsätzliche Eigenschaften von LF sind, dass es antimikrobiell, 
immunomodulatorisch und antiviral wirkt. Außerdem wird LF eine 
Antimetastasierungsaktivität nachgesagt [SAKAMOTO et al., 2006] [VAN DER 
STRATE et al., 2001]. Obwohl es ein eisenbindendes Protein ist, fungiert es nicht als 
primärer Metallionentransporter. Die Hauptrolle in der Verteilung von Eisenionen 
übernimmt Transferrin. Außerdem ist in der Literatur auch die Bindung anderer 
Metallionen wie Cu2+, Mn2+ und Zn2+ durch LF beschrieben. Ein Molekül LF vermag 
zwei Metallatome zu binden [VAN DER STRATE et al., 2001]. Die LF Expression ist 
auf Östrogenstimuli sensibilisiert, wobei auch andere Faktoren wie Retinsäure, 
Wachstumsfaktoren und Ernährung diese beeinflussen [TENG, 2006]. 
 
2.3.2 Antimikrobielle Eigenschaften von LF 
Wie bereits erwähnt besitzt LF antimikrobielle Eigenschaften, die sich gegen  
gram-positive und negative Bakterien, Pilze sowie Viren richten. Da LF hauptsächlich 
in Schleimhäuten vorkommt und viele Erreger über diese mechanische Schwachstelle  
in den Körper einzudringen versuchen, ist diese Funktion speziell in der primären 
Abwehr von mikrobiellen Infektionen von Bedeutung. Diese Wirkung kommt  
dadurch zustande, dass LF den Bakterien Eisen aus ihrer Umgebung entzieht und  
diese so nicht mehr lebensfähig sind. Weiters bindet sich die N-terminale LF Region  
an die Zellwand von Pilzen und Bakterien. Dieser Mechanismus führt zum  
Auslaufen intrazellulärer Bestandteile der Zelle [VAN DER STRATE et al., 2001]. 
 
 
20 
2.3.3 Anti Tumor Funktionen von LF 
Eine Antimetastasierungsaktivität von LF könnte dadurch zustande kommen, dass 
humanes LF die Interaktionen von Zelloberflächenproteinen und 
Zellanhaftungsmolekülen blockiert. Im Besonderen interagiert LF mit Proteinen die ein 
bestimmtes Zellanhaftungsmotiv aufweisen, nämlich das RGD Motiv  
(Arginin-Glycin-Asparagin). Zu diesen Proteinen gehören die EZM Proteine FN-1 und 
Vitronektin. LF bindet mit hoher Affinität an die Beiden, wobei die Anhaftung und 
Blockierung dieser Matrixproteine durch LF konzentrationsabhängig zu sein scheint. 
Diese Anhaftungsblockierung konnte bei Kollagen und Laminin nicht nachgewiesen 
werden, die auch kein  RGD Motiv enthalten. LF inhibiert auch das Wachstum von 
Tumoren gleich stark wie cis-Platin, welches ein bekanntes Chemotherapeutikum 
darstellt. Hervorgerufen wird diese Hemmung durch Förderung der NK-Zellen 
Aktivität, einer verminderten Anzahl von CD8+ T-Zellen und einer vermehrten 
Sekretion von IL-18. Schlussendlich kommt es zur Hemmung der Tumorangiogenese 
[SAKAMOTO et al., 2006].  
 
2.3.4 LF und mögliche Smad Pathway Aktivierung 
LF ist ein multifunktionelles Glykoprotein mit teilweise gegensätzlichen Eigenschaften 
[SAKAMOTO et al., 2006]. Es ist bekannt, dass exogenes LF zu einer veränderten 
Cytokinexpression führt und bei deren Regulation eine wichtige Rolle spielt. Speziell 
kommt es zu Änderungen in der TNF-α und IFN-γ Expression  
[MACHNICKI et al., 1993] [GUILLÉN et al., 2002]. LRP-1 stellt einen wichtigen 
Rezeptor von LF dar. Durch dessen Bindung an LF kann LF in die Endosomen 
abtransportiert werden [MEILINGER et al., 1995]. Es wird diskutiert, ob LRP-1 und 
Nucleolin als Signalübermittlungs- und Endozytoserezeptoren agieren könnten 
[MEILINGER et al., 1995] [SRIVASTAVA und POLLARD, 1999]. Das Protein 
Nucleolin ist in sich teilenden Zellen zu finden und bindet sich dort an die 
Zelloberfläche [SRIVASTAVA und POLLARD, 1999]. Dadurch dass LF in hohen 
Konzentrationen im gesamten Körper vorkommt [LEGRAND et al., 2006], könnte die 
Interaktion mit vielen möglichen Zielmolekülen relevant sein und somit viele Aktionen 
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auslösen wie zum Beispiel dass LF den TGF-ß-1 Signalübermittlungsweg aktiviert bzw. 
beeinflusst. Außerdem führen TGF-ß-1 und LF zu einem katabolen Ergebnis im Bereich 
der Knorpelphysiologie [BRANDL, 2005].  
 
2.3.5 TGF-ß-1 = Transforming Growth Factor beta 
TGF-ß-1 gehört einer großen Familie von Cytokinen an. Diese regulieren eine Vielzahl 
verschiedenster Zellprozesse. Unter anderem die Zellproliferation, Zelldifferenzierung, 
Apoptose, Angiogenese, Migration und Immunität. Wohin gegen die Zellantwort auf 
TGF-ß-1 sehr stark variieren kann. Sie hängt vor allem vom Zelltyp und dem 
Stimulationskontext, nämlich Ligand und Signaldauer, ab. Es existieren drei Isoformen 
von TGF-ß, nämlich 1 – 3 [RAHIMI und LEOF, 2007] [ROSS und HILL, 2008]. Diese 
binden mit einer hohen Affinität an die Oberflächenrezeptoren TGF-ß-R I, II und 
Betaglycan [CABELLO-VERRUGIO und BRANDAN, 2007]. Im erwachsenen Körper 
ist TGF-ß-1 an der Gewebshomöostase und der Immunregulation beteiligt. Eine 
Unterbrechung der Signalübermittlung durch TGF-ß-1 kann Krebs- und 
Fibroseentstehung sowie die Ausbildung von Autoimmunerkrankungen zur Folge haben 
[ROSS und HILL, 2008].  
Bezüglich der Entstehung von Krebserkrankungen ist bekannt, dass Tumorzellen 
versuchen, die wachstumshemmenden Effekte von TGF-ß-1 umzuwandeln. Dies 
geschieht durch die Akkumulation von Mutationen. Aufgrund dieser kommt es zur 
Abschwächung bzw. Löschung der TGF-ß-1 Signalübermittlung. Das heißt, die 
Tumorzellen wandeln die Tumorsupressor Wirkung von TGF-ß-1 in eine Metastasen 
fördernde Wirkung um [MASSAGUÉ und GOMIS, 2006]. Diese Beeinflussung der 
TGF-ß-1 Signalübermittlung betrifft den gesamten Bereich des Smad Signalwegs. Am 
Meisten von diesen Mutationen betroffen sind Smad2, Smad4 und der Typ I Rezeptor. 
Außerdem kommt es in der Spätphase der Tumorentstehung zu einer Überproduktion  
an TGF-ß-1. Das hat zur Folge, dass die Tumorgenese gefördert wird und das 
Immunsystem unterdrückt wird. Aufgrund der Unterdrückung des Immunsystems 
entkommt der Tumor einer ordnungsgemäßen Immunantwort  
[MOUSTAKAS et al., 2002]. Eine andere Theorie in der Entstehung von Krebs betrifft 
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das Transmembran Glykoprotein LRP-1, welches einen Zelloberflächen- 
endozytoserezeptor darstellt. Vermutlich fungiert LRP-1 nicht nur als Rezeptor, sondern 
ist auch in die Signaltransduktion mit eingebunden [LI et al., 2001]. Es ist bekannt, dass 
einige Tumorzellen wenig bis kein LRP-1 produzieren und deswegen möglicherweise 
auch nicht auf die wachstumshemmenden Effekte von TGF-ß-1 ansprechen 
[CABELLO-VERRUGIO und BRANDAN, 2007].  
Außerdem fördert TGF-ß-1 die Kollagenexpression, inhibiert die Expression von 
Kollagenasen wie MMP-1 und moduliert FN-1 und PAI-1, welche zu den Zielgenen 
gehören [HOCEVAR et al., 1999]. 
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2.3.6 Der Smad Pathway und seine Komponenten  
Der primäre Signalweg der TGF-ß-1 Superfamilie ist der Smad Pathway. [ROSS und 
HILL, 2008]. In Säugern konnten 30 verschiedene Proteine, die zur TGF-ß Cytokin 
Familie gehören, identifiziert werden. Dazu gehören die BMPs, GDFs, Activins,  
TGF-ßs und andere [MIYAZAWA et al., 2002]. TGF-ß-1 übt auf Zellen gegensätzliche 
Wirkungen aus. Dieses Signalpolypeptid signalisiert über Serin/Threonin Kinase 
Rezeptoren des Typ I und II [MOUSTAKAS et al., 2002]. Sobald der TGF-ß-II 
Rezeptor durch einen Liganden aktiviert wird, kommt es zur Bindung an den TGF-ß-I 
Rezeptor, wodurch dieser aktiviert und seine Serin/Threonin Kinase Aktivität stimuliert 
wird. Dieser Liganden Rezeptor Komplex phosphoryliert die R-Smads  
[CABELLO-VERRUGIO und BRANDAN, 2007]. Die aktivierten R-Smads bilden nun 
Oligomere mit Smad4 aus. Dieser oligomere Komplex wird in den Zellkern transloziert 
und akkumuliert dort. Im Zellkern interagiert der R-Smad Co-Smad Komplex mit 
verschiedenen DNA bindenden Proteinen (Co-Faktoren), welche an die Promoterregion 
von Zielgenen binden. Schlussendlich kommt es so zur Regulierung der Genexpression  
[MOUSTAKAS et al., 2002]. Durch das Vorhandensein von unterschiedlichen  
Co-Faktoren, die sowohl aktivierend als auch unterdrückend auf die Transkription 
wirken, kommt es zu den unterschiedlichen Reaktionen auf TGF-ß-1 in den einzelnen 
Zelltypen. Als ein Smad Co-Faktor wurden die Zinkfingerproteine beschrieben 
[MASSAGUÉ und GOMIS, 2006]. 
Die Smadproteine bestehen aus zwei globulären Domänen. Der MH1 und MH2 
Domäne. Die erste ist für die DNA Bindung verantwortlich. MH2 hingegen hält die 
Rezeptoren für die Aktivierung aufrecht und ist für den Aufbau des 
Transkriptionskomplexes zuständig [MASSAGUÉ und GOMIS, 2006].  
Die Smadproteine werden in drei Klassen eingeteilt. R-Smads = Receptor regulated 
Smads. Sie entsprechen Smad 2 & 3 und werden durch den TGF-ß Typ I Rezeptor 
aktiviert. R-Smads sind als Dimere in der Plasmamembran über SARA und andere 
Moleküle verankert und formen Heterooligomere mit den Co-Smads.  
Die Co-Smads sind die Common-Partner Smads und entsprechen Smad4. Die Inhibitory 
Smads (= I-Smads) entsprechen Smad 6 & 7. Sie assoziieren mit dem aktivierten  
Typ I Rezeptor und verhindern die Aktivierung der R-Smads durch die Rezeptoren und 
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wirken somit dem TGF-ß-1 Signalweg entgegen [MIYAZAWA et al., 2002] 
[MASSAGUÉ, 2000].  
Die Verteilung der Smadproteine ist nicht statisch, auch wenn kein Ligand bindet. 
Smad4 und R-Smad pendeln ständig zwischen Zellkern und Zytoplasma hin und her. 
Die R-Smads sind vermehrt im Zytoplasma lokalisiert und Smad4 ist gleichmäßig 
zwischen Zytoplasma und Zellkern verteilt [ROSS und HILL, 2008].  
 
 
Abbildung 3: 
Smad Pathway Aktivierung über TGF-ß-1. Führt zur Expression von Zielgenen, wie PAI-1 und FN-1 
[MASSAGUÉ, 2000]. 
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3 Materialien und Methoden 
 
3.1 Zellkultur  
3.1.1 Zelllinie 
CaCo2 Zellen sind humane Colon Adenokarzinomzellen. Ausschlaggebend für die 
häufige Verwendung ist, dass CaCo2 Zellen durch Kultivierung, spontan zu 
Dünndarmenterozyten ausdifferenzieren und morphologische sowie funktionelle 
Eigenschaften voll entwickelter Dünndarmenterozyten annehmen. Dazu gehört die 
Ausbildung von Mikrovillis auf der apikalen Membranseite, die Expression typischer 
Dünndarmenzyme (zB Sucrase/Isomaltase) und die Ausbildung von Tight junctions. 
[SINGH et al., 1996] [SAMBUY et al., 2005]. 
 
3.1.2 Medium 
Es wurde mit Dulbeco´s modified Eagles Medium von Euro Lone gearbeitet. Für die 
Aufzüchtung der CaCo2 Zellen wurden 450 mL DMEM mit 
50 mL FCS (fetales Kälberserum von Gibco),  
    5 mL 100 faches L-Glutamin von PAA und  
  5 mL (100 U/mL) Penicillin/Streptomycin von PAA komplementiert. 
 
3.1.3 Züchten der Zellen 
Eine Ehret BIOSAFE2 Arbeitsbank diente als Arbeitsplatz zur sterilen Zellkultivierung. 
Die Zellen wurden in 25 cm² sterilen Zellkulturflaschen von Greiner Bio One ausgesetzt 
und gezüchtet. Bei den einzelnen Inkubationsversuchen wurden die Zellen in sterilen  
6-Wellplatten bzw. 12-Wellplatten von Greiner Bio One inkubiert. In einem 
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Inkubationsschrank von Queue wurden die Zellen bei einer Atmosphäre von 5 % CO2 
und 37 °C herangezüchtet. Das Medium wurde zweimal pro Woche gewechselt.  
 
3.1.4 Einfrieren der Zellen 
Die CaCo2 Zellen wiesen ein konfluentes Stadium auf und konnten somit eingefroren 
werden. Die Zellen wurden für längere Zeit weggefroren. Für kürzere Zeitspannen ist 
das Einfrieren nicht empfehlenswert. Aufbewahrt wurden die CaCos bei – 180 °C. 
Benötigte Reagenzien 
Trypsin (einfach) von PAA in 1 x PBS gelöst, zum Ablösen der Zellen von der Flasche. 
Einfriermedium bestehend aus 50 % DMEM, 20 % DMSO von  30 % FCS. Es wurden 
ca. 15 mL Einfriermedium hergestellt. Zusätzlich wurden ein 50 mL Falcon, eine 
Eiskiste und zwei Kryotubes pro 25 cm² Zellkulturflasche benötigt. Zuerst wurde das 
Medium gänzlich abgesaugt. Auf die Zellen wurden 2 mL Trypsin gegeben und diese 
für fünf Minuten in den Brutschrank gestellt. Anschließend wurde das Trypsin 
abgesaugt und die Zellen in DMEM aufgenommen und durch wiederholtes Aufziehen 
von der Flasche gelöst und vereinzelt. Danach wurden sie in ca. 5 mL 
unkomplementiertem Medium aufgenommen und in ein 50 mL Falcon übergeführt. 
Anschließend wurde die Zellsuspension bei 4 °C, 5 Minuten und 1750 rcf zentrifugiert. 
Während dieser 5 Minuten Wartezeit, wurden in die Kryotubes je 500 µL eiskaltes 
Einfriermedium vorgelegt. Nach dem Zentrifugationsschritt wurden die restlichen 
Arbeitsschritte auf Eis durchgeführt! Das überschüssige Medium aus dem  
50 mL Falcon wurde abgesaugt und das entstandene Zellpellet wurde in 1000 µL 
eiskaltem unkomplementiertem Medium mit einer Einwegpipette gelöst. Pro Zellflasche 
wurde das Pellet in 2 Kryotubes aufgeteilt. Je 500 µL der gelösten Zellen wurden in das 
Kryotube zum Einfriermedium dazugegeben. Die Proben wurden sofort in eine 
Einfrierkiste verpackt und in den – 80 °C Tiefkühler gegeben. 
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3.1.5 Differenzierungsverlauf 
Die Zellen wurden in einer 25 cm² Greiner Bio One Flasche ausgesetzt und mit  
5 mL DMEM zweimal in der Woche gefüttert. Die Flaschen wurden je nach 
gewünschtem Stadium immer zum gleichen Zeitpunkt lysiert. Die Zellen wurden 
zweimal mit 8 mL kaltem 1 x PBS für je 10 Minuten gewaschen. Danach wurden die 
Zellen mit 2 mL peqGOLD Trifast vom Flaschenboden gelöst und lysiert. Danach 
wurde je 1 mL Trifast in einen Eppendorfcup übergeführt und bei – 20 °C eingefroren.  
 
3.1.6 Inkubieren und Lysieren der Zellen 
5 x PBS : zum Waschen der Zellen 
40 g NaCl von ROTH 
1 g KCl von Merck 
1 g KH2PO4 von Merck 
15 g Na2HPO4  * 12 H2O von Merck 
auf 1000 mL mit H2O dest auffüllen und dann pH auf 7,4 einstellen 
Benötigte Lösungen – Zink  
100 mM Zinkchlorid gelöst in 10 mM HCl Lösung 
10 mM HCl (Merck)  
10 mM HCl Lösung: 10 mL destilliertes Wasser plus 8,33 µL rauchende HCl  
Benötigte Lösungen – bLF und TGF-ß-1 
Transforming Growth Factor-ß1 Human 2 µg 
Recombinant, CHO Cell Line 
von CALBIOCHEM Cat # 616455  
wurde 1 : 10 verdünnt, Stockkonzentration von 4 µg/mL 
TGF-ß-1 wurde in 4mM HCl mit 0,1 % BSA gelöst und steril filtriert 
Bovines LF von Morinaga Milk Industry 
Stockkonzentration von 20 mg/mL 
bLF wurde in 1 x PBS gelöst und steril filtriert  
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Die Zellen wurden mit Dulbeco´s modified Eagles Medium in einer 25 cm² Greiner Bio 
One Zellkulturflasche bis zu einem ca. 70 % igen Konfluenz Stadium herangezüchtet. 
Danach wurden die Zellen mit 2 mL einfachen Trypsin von der Flasche gelöst und in 
DMEM aufgenommen und vereinzelt. Anschließend wurden die Zellen in einer  
6-Wellplatte ausgesetzt. (pro Well 2 mL Zellsuspension)  
Zink: Die Zellen wurden bis zur Konfluenz herangezüchtet und dann mit 100 mM Zink 
inkubiert. Als Träger von Zink fungierte eine 10 mM HCl Lösung. Das Kontrollwell 
wurde deswegen mit 10 mM HCl Lösung inkubiert.  
bLF und TGF-ß-1: Die Zellen wurden bis zur Konfluenz bzw. Subkonfluenz 
herangezüchtet und dann mit TGF-ß-1 bzw. bLF für vier Stunden inkubiert. bLF wurde 
in 1 x PBS gelöst und eine 4 mM HCl Lösung diente als Träger für TGF-ß-1. Deswegen 
wurde die Kontrolle mit 1 x PBS und 4 mM HCl inkubiert.  
Nach abgelaufener Inkubationszeit wurden die 6-Wellplatten sofort auf Eis gestellt und 
zweimal mit kaltem 1 x PBS für je fünf Minuten gewaschen. Die CaCo2 Zellen wurden 
mit 1 mL Trifast pro Well lysiert und in ein Eppendorfcup übergeführt und bei – 20 °C 
eingefroren. Weitere Arbeitsschritte siehe unter Umschreibung der mRNA in cDNA.  
 
 
3.2 Umschreibung der RNA in cDNA 
 
Ziel ist es die instabile einzelsträngige RNA in stabile doppelsträngige cDNA 
umzuschreiben. Beim Arbeiten mit mRNA ist es wichtig, dass alle zu benützenden 
Utensilien so gut wie frei von RNasen sind. Um das zu erreichen, wurden extra für die 
RNA Extraktion ein eigenes Pipettenset verwendet. Zusätzlich wurden die verwendeten 
Spitzen, Eppendorfcups und das destillierte Wasser mit DEPC behandelt. DEPC bindet 
an primäre und sekundäre Amine, wodurch die Aktivität der RNasen zerstört wird  
[MÜLHARDT, 2006]. Bei der Behandlung der Gegenstände mit DEPC ist darauf zu 
achten, dass DEPC karzinogen und giftig ist. Deswegen ist im Abzug und mit  
29 
Handschuhen zu arbeiten. Sobald die Gegenstände autoklaviert sind, zerfällt DEPC in 
Ethanol und CO2 und ist damit ungefährlich. 
 
3.2.1 Herstellung von DEPC H2O, Pipettenspitzen und Eppendorfcups  
Für die Herstellung von DEPC H2O wurden 100 µL DEPC mit 1000 mL destilliertem 
Wasser gemischt und während eines zweistündigen Rührvorganges gelöst. 
Anschließend wurden alle Pipettenspitzen und Eppendorfcups darin getränkt, gut 
zugedeckt und über Nacht im Abzug stehen gelassen. Am darauffolgenden Tag wurden 
alle Gegenstände autoklaviert und danach bei 80 °C im Trockenschrank getrocknet.  
Benötigte Lösungen 
DEPC H2O (DEPC = Diethylpyrocarbonat von Sigma)  
Die Lösungen stammten alle von der Firma Fermentas.  
Random Hexamer Primer # SO 142 
0,2 µg/µL, 120 µL  
5 x Buffer for M-MulV RT 1 mL 
Revert Aid M-MulV Reverse Transcriptase EP 0441 
200 u/µL 10 000 u  
Ribo Lock RNA´se Inhibitor 
40 u /µL 2500 u EO 0381 
dNTP´s 100 mM, 25 µmol 
Die Umschreibung in cDNA wurde nach der vorhandenen PeqLab Arbeitsanleitung 
durchgeführt. Die Eppendorfcups wurden aufgetaut und ca. 5 Minuten bei 
Raumtemperatur stehen gelassen, damit das Trifast nachwirken konnte. Es wurden 
maximal drei Proben auf einmal umgeschrieben. Als nächstes wurde bei den CaCo2 
Zellen ein 25 minütiger Reinigungsschritt bei 4 °C und 12 000 rcf durchgeführt. Dieser 
ist bei Proben mit einem hohen Gehalt an Proteinen, Polysacchariden und Fetten ratsam. 
Jetzt wurden ca. 980 µL Trifastüberstand abgenommen. 
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3.2.2 Phasentrennung  
Das Trifast wurde in einen neuen Eppendorfcup übergeführt und es wurden 0,2 mL 
Chloroform von Merck pro eingesetzten Milliliter Trifast hinzugegeben und für  
ca. 30 Sekunden kräftig geschüttelt. Das Schütteln ist ausschlaggebend für den Ertrag. 
Danach wurde der Eppendorfcup für 3 – 10 Minuten stehen gelassen. Darauf folgte ein 
Zentrifugationsschritt von 5 Minuten bei 12000 rcf. Es kommt zur Phasentrennung. In 
der wässrigen Phase schwimmt die mRNA. Ab diesem Schritt mussten die Proben steril 
behandelt werden.  
 
3.2.3 RNA-Präzipitation 
In neue Eppendorfcups wurden je 0,5 mL kaltes Isopropanol von Merck vorgelegt. In 
100 µL Schritten wurde vorsichtig die wässrige RNA-Phase abpipettiert. Das Eppi 
wurde dabei senkrecht gehalten, damit sich die Phasen nicht wieder vermischen 
konnten. Insgesamt wurden 400 µL wässrige RNA-Phase abgenommen und zum 
Isopropanol dazugegeben. Das RNA-Isopropanolgemisch wurde am Vortexer gut 
gemischt und 5 – 15 Minuten auf Eis gestellt. Anschießend erfolgte ein erneuter 
Zentrifugationsschritt mit 10 Minuten bei 12 000 rcf und 4 °C. Am Boden des 
Eppendorfcups wurde ein RNA-Pellet sichtbar. Jetzt wurde das Isopropanol in einem 
Zug weggeleert, ohne das Eppi wieder zurück zu kippen. Die restliche Flüssigkeit 
wurde auf einem Tuch solange abgetupft bis der letzte Tropfen weg war.  
 
3.2.4 Waschen der mRNA 
Jetzt wurde pro eingesetztem Milliliter Trifast 1 mL 75 % iges Ethanol von Merck dazu 
gegeben und solange gevortext bis das Pellet im Ethanol schwamm. Darauf folgte ein 
Zentrifugationsschritt von 10 Minuten, 12 000 rcf, bei 4 °C. Das Ethanol wurde 
weggekippt und die übrigen Tropfen Ethanol ordentlich abgetupft. Es wurde erneut  
1 mL 75 % iges Ethanol auf das Pellet pipettiert. Danach folgte ein 
Zentrifugationsschritt von 10 Minuten bei 4 °C und 12 000 rcf. Während diesem 
Zentrifugationsschritt wurden die Reagenzien für die Umschreibung aufgetaut und das 
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Wasserbad auf 55 °C vorgeheizt. Nach der Zentrifugation wurde das Ethanol  
wieder bis auf den letzten Tropfen weggekippt. Das mRNA-Pellet wurde unter der RNA 
Lamina an der Luft getrocknet.  
 
3.2.5 Lösen der RNA 
Sobald das Pellet getrocknet war, wurde es in 25 µL DEPC Wasser gelöst und gut 
gemischt. Das RNA-Pellet DEPC Gemisch wurde zum Lösen der RNA für 10 Minuten 
ins Wasserbad gestellt. Für jede Originalprobe wurden je zwei Eppendorfcups 
vorbereitet. In jedes Eppi wurde 1 µL Random Hexamer Primer vorgelegt. 
Anschließend wurden je 12 µL vom Pellet DEPC H2O Gemisch zum Random Hexamer 
Primer dazu pipettiert. Schlussendlich wurden die PCR Tubes in den Cycler, Primus 
von MWG Biotech, gestellt und das Programm RT 1 gestartet.  
RT 1 Programm: 10 Minuten bei 70 °C. In der Zwischenzeit wurde der Mastermix 
vorbereitet.  
 
3.2.6 Zusammensetzung des Mastermix für einen Ansatz 
4     µL RT Buffer 
2     µL dNTP´s 
0,5  µL RNase Inhibitor (1 unit/µL) 
0,5  µL RT 
Pro PCR Tube wurden 7 µL MM zugegeben, damit ein Endvolumen von 20 µL erhalten 
wurde. Die fertigen Proben wurden in den Cycler, mit dem Programm RT 2, gestellt. 
RT 2 Programm: 60 Minuten bei 37 °C, 10 Minuten bei 70 °C. Sobald die 
Umschreibung beendet war, konnten die Proben zur PCR eingesetzt werden.  
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3.3 PCR  
 
Um eine PCR durchführen zu können, werden eine DNA-Polymerase, ein Template, 
zwei passende Primer, Puffer, Oligonukleotide und MgCl2 benötigt. Das typisches PCR 
Programm besteht aus drei Teilschritten: Denaturierung (94 °C), Annealing (die 
Annealingtemperatur richtet sich hauptsächlich nach der Nukleotidsequenz und der 
Sekundärstruktur des Primers) und Elongation (bei 72 °C). Je nach ausgewählter 
Zyklenanzahl werden diese Teilschritte wiederholt. Pro Zyklus vermehrt sich die cDNA 
Menge um das ca. 1,6 bis 1,7 fache [MÜLHARDT, 2006]. Anschließend wird noch ein 
5 Minuten Schritt bei 72 °C durchgeführt, damit sichergestellt ist, dass die Polymerase 
ihre Arbeit beendet hat. Am Ende einer PCR wurden die Proben bei 4 °C gekühlt und 
gelagert.   
 
3.3.1 Primer 
Die Primer wurden mit dem Programm Primer 3 Software und Genbank selbst designt 
und von der Firma VBC-Genomics hergestellt. Die lyophilisierten Primer wurden mit 
der auf dem Synthesereport angegebenen Menge steril filtriertem H2O dest gelöst um 
eine Konzentration von 100 pmol/µL zu bekommen. Für die PCR wurden die Primer im 
Verhältnis 1 : 10 mit H2O dest verdünnt.  
 
3.3.2 Primernamen 
Primername Temperatur Produktgröße in bp Zyklenanzahl 
GAPDH 62 °C 185 25 
ZnT-1 60 °C 491 30 
ZnT-5 60 °C 387 / 301 30 
Zip-1 63 °C 345 32 - 34 
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Zip-4(1) 60 °C 350 28 
MT1A 62 °C 228 30 
Sucrase/Isomaltase 60 °C 196 32 
PAI-1 61 °C 399 32 
FN-1 70 °C 439 30 
ALP 70 °C 708 35 
Endoglin 61 °C 368 32 
Myc 63 °C 456 30 - 32 
LRP-1 70 °C 515 28 
MMP-1 61,4 °C 787 28 
MT2A  61 ° C 259 30 
MT1X 62 ° C 302 30 - 32 
    
3.3.3 Primersequenzen 
GAPDH 5´-GGA GCC AAA AGG GTC ATC ATC TC-3´ 
 5´-GTC ATG AGT CCT TCC ACG ATA CC-3´ 
MMP-1 5´-CGA CTC TAG AAA CAC AAG AGC AAG A-3´ 
 5´-AAG GTT AGC TTA CTG TCA CAC GCT T-3´ 
Myc 5´-CCT CGG TGG TCT TCC CCT SC-3´ 
 5´-TGC ATT TTC GGT TGT TGC TG-3´ 
ALP 5´-CAC GAC ACG CGG CAA TGA GGT C -3´ 
 5´-TGG TCA GCG GTG ACG AGG GTC A-3´ 
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Zip-1 5´-GCC CAG AGT TGA GGC TAC TG-3´ 
 5´-GAG CAT GTC GCA GAG TGC TA-3´ 
ZnT-1 5'-TCT TCC TGA CTG GCC TCT GTT-3' 
 5'-CAG AAA AAC TCC ACG CAT GTT-3' 
ZnT-5 5'-AAG CCA TTT TCT TCT GGG AAA-3' 
 5'-TAC TCC ACC CTT GTG ATC TGC-3' 
Zip-4(1) 5'-GCC CAG AGT TGA GGC TAC TG-3' 
 5'-GAG CAT GTC GCA GAG TGC TA-3' 
MT1A 5'-CGT GCG CCT TAT AGC CTC TC-3' 
 5'-CTT CTC TGA TGC CCC TTT GC-3' 
MT2A 5`-CCG ACT CTA GCC TCT T-3´ 
 5`-GTG GAA GCG TTC TTT ACA-3´ 
MT1X 5´-TCT CCT TGC CTC GAA ATG GAC-3´ 
 5´-AGA TGT AGC AAA CGGGTC AGG-3´ 
Sucrase/Isomaltase 5'-CAT CCT ACC ATG TCA AGA GCC A-3' 
 5'-GCT TGT TAA GGT GGT CTG GTT T-3' 
LRP-1 5'-CAA CAA CAG CAC CTG CAC TGT CAA CCA G-3' 
 5'-GGA CTC GCC GCT TAT ACC AGA ATA CCA C-3' 
FN-1 5'-AGC CGC CAC GTG CCA GGA TTA-3' 
 5'-CTT ATG GGG GTG GCC GTT GTG-3' 
PAI-1 5'-TGC TGG TGA ATG CCC TCT ACT-3' 
 5'-CGG TCA TTC CCA GGT TCT CTA-3' 
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Endoglin 5´- AGC TCC CAG ACA CAC CTC AA-3´ 
 5´- GCC ACA GCT GGA GTA AGC AC-3´ 
Benötigte Lösungen und Reagenzien 
Agarose für die analytische Nukleinsäureanalyse von Merck  
Ethidium Bromid von Gibco, [C] = 10 mg/mL 
Gene Rule Ladder von Fermentas 
6 x Loading dye: 
25 mg Bromphenolblau 
3 ml Glycerol 
auf 10 ml mit destilliertem Wasser auffüllen und bei 4 °C lagern 
5 x TBE Puffer:  
54 g TRIS Base von ROTH 
27,5 g Borsäure von Merck  
20 mL 0,5 M EDTA von Merck auf pH 8,0 einstellen 
auf 1000 mL mit H2O dest auffüllen  
Die Reagenzien für den Mastermix waren von Fermentas bzw. PeqLab. 
Taq DNA Polymerase LC 
Taq DNA Polymerase (recombinant) 
1 u / µL, 500 u EP 0404 
 
MgCl2  
25 mM MgCl2 1,0 mL 
Taq buffer + KCl 
10 x Taq Buffer with KCl 1,0 mL 
dNTP´s von PeqLab 
dCTP, dTTP, dATP, dgTP  je 25 µmol, [C] = 100 mM 
wurden vor der Verwendung 1 : 10 mit H2O dest verdünnt 
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3.3.4 Arbeitsanweisung 
Es wurden zuerst alle benötigten Reagenzien auf Eis aufgetaut. Danach wurde ein 
Mastermix aus H2O dest, Taq Puffer, MgCl2, dNTP´s, Taq Polymerase und den Primern 
hergestellt.  
Zusammensetzung des Mastermix für einen Ansatz mit einem Endvolumen von 50 µL. 
Reagenz Menge Zweck 
H2O dest 31 µL  
10 x Taq Puffer 5 µL 
Damit die Taq Polymerase funktioniert, wird ein Milieu 
mit einem pH über 8 benötigt. Dieser ist ausschlaggebend 
für den Ertrag und beeinflusst das Primerannealing. 
MgCl2 5 µL Zusätzlich braucht das Enzym freies MgCl2. 
dNTP´s 4 µL Die Bausteine für einen neuen DNA Strang 
Taq Polymerase 1 µL  
Primer a 1,5 µL Wird im Überschuss zugegeben. 
Primer b 1,5 µL Wird im Überschuss zugegeben. 
Der Mastermix wurde in einem Eppendorfcup gemischt und dann wurden davon jeweils 
49 µL in ein neues PCR Tube vorgelegt. Zu diesen 49 µL wurde dann mit einer 
elektrischen Pipette 1 µL  cDNA zugegeben und gemischt und sofort in den Cycler 
gestellt und die PCR gestartet.  
 
3.3.5 Agarosegelherstellung 1,5 % 
Für ein Gel wurden 0,6 g Agarose der Firma Merck in einem Becherglas eingewogen 
und dann mit 40 mL 1 x TBE aufgefüllt. Danach wurde die Agaroselösung in der 
Mikrowelle zweimal aufgekocht. Nach jedem Aufkochen wurde das Becherglas gut 
geschwenkt, damit sich keine Luftblasen in der Gellösung bilden konnten. Nachdem die 
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Agaroselösung etwas abgekühlt war, wurden 20 µL Ethidium Bromid dazugegeben und 
durch Schwenken gut in der Lösung verteilt. Danach wurde sofort das Gel gegossen.  
 
3.3.6 Probenauftrag und Gelelektrophorese 
18 µl der gecycelten Probe wurden mit 2 µL Loading Dye Solution vermischt und 
davon wurden 15 µL auf das Agarosegel aufgetragen. Das Agarosegel sollte mit  
1 x TBE Puffer bedeckt sein. Die Gelelektrophorese wurde bei 100 V und  
ca. 55 mA und 20 Minuten durchgeführt.  
 
3.3.7 Auswertung 
Anschließend wurde das Gel in einer UV-Kammer mit PC Anschluss und PhotoFinish 
Software fotografiert und gespeichert. Mit dem Programm ChemImager wurde die 
Integrated Density Value ausgewertet. Die Daten wurden in Microsoft Excel importiert 
und bearbeitet. Alle Ergebnisse wurden auf das "Housekeeping" Gen GAPDH 
normalisiert. GAPDH wird in jeder Zelle im gleichen Ausmaß exprimiert und verändert 
sich nicht durch allmögliche Behandlungen.  
 
 
3.4 Immunfluoreszenz 
 
Benötigte Arbeitsmaterialien und Reagenzien 
Deckgläser ø 15 mm – 8 Stunden bei 160 °C sterilisiert 
sterilisierte Pinzette 
12-Wellplatte 
10 x TBS++ 
1 x TBS++ 
1 % iges BSA  
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durchsichtiger Nagellack zum Fixieren der Deckgläser 
Objektträger 
Glycerol 
DAPI 
 
10 x TBS ++ - 2 Wochen haltbar 
24,2 g/L TRIS 
84,8 g/L NaCl 
2 mM CaCl2 
in ca. 900 mL Aqua dest lösen 
pH auf 7,4 einstellen und dann auf 1000 mL auffüllen und bei 4 °C lagern 
 
4 % Paraformaldehydlösung – frisch, ca. 50 mL, zum Fixieren der Zellen am Deckglas 
0,4 g Paraformaldehyd  
9 mL Aqua dest 
250 µl 1 N NaOH 
1 mL 10 x TBS++ 
Die Lösung auf 60 °C im Wasserbad erwärmen, damit sich das PFA löst. Abkühlen 
lassen und pH auf 7,4 einstellen. Es wurde eine verdünnte Säure bzw. Base zum pH 
einstellen verwendet. Die Lösung wurde bei 4 °C gelagert. 
 
0,2 % ige TritonX-100 Lösung - zum Permeabilisieren der Zellen  
0,1 mL TritionX-100 
in 50 mL 1 x TBS++ lösen 
 
1 % Glycin - zum Blocken der Aldehydgruppen 
0,5 g Glycin in 50 mL 1 x TBS++ lösen und bei 4 °C lagern. 
 
1 % BSA 
0,1 g BSA gelöst in 10 mL 1 x TBS++  
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SMAD-2 Primary AK Lösung 1 : 100 
3,3 µl rabbit – anti – Smad-2 – Ig G (Zymed) in 1 % BSA gelöst. 
In die Negativkontrolle kommt nur 1 % BSA Lösung. 
 
Secondary – TRITC - conjugated - AK Lösung 1 : 100 
4,4 µL Swine - anti rabbit – Ig (DAKO) in 1 % BSA gelöst.   
 
DAPI = 4´, 6-Diamidino-2-phenylindol (Sigma) 
Verdünnung 1 : 100 in 1 x TBS++  
 
3.4.1 Zellen aussetzen 
Die CaCo2 Zellen wurden auf Deckgläser in einer 12-Wellplatte von Greiner Bio One 
ausgesetzt. Pro Glasplättchen wurden 100 µL Zellsuspension aufgetragen. Nach zwei 
bis drei Stunden haben sich die Zellen gesetzt und nun wurden die Wells auf 1 mL mit 
DMEM aufgefüllt. 
 
3.4.2 Zellen inkubieren 
Sobald die Zellen das richtige Stadium erreicht hatten, wurde das komplementierte 
Medium abgesaugt und die Zellen mit 0,5 mL unkomplementiertem Medium 
gewaschen. Danach wurden je 0,5 mL 1 % BSA Medium auf die Wells gegeben.  
1 % BSA = serumfreies Medium + 1 % bovines Serumalbumin. Die Zellen wurden 
wieder für 30 Minuten zurück in den Brutschrank gestellt. Nach den  
30 Minuten wurde mit TGF-ß-1 und bLF inkubiert. Jedes Well enthielt 0,5 mL Medium 
und somit wurde mit 1,25 µL inkubiert. Eine 4 mM HCl Lösung diente als Träger für 
TGF-ß-1 und 1 x PBS für das bLF. Um die gleichen Inkubationsumstände auch in der 
Kontrolle zu haben, wurde diese mit dem jeweiligen Volumen des Trägers inkubiert. 
Konzentrationen = bLF 50 µg/mL und TGF-ß-1 1 ng/mL.  
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Pipettierschema: 
Es wurde auch ein Präparat als Negativkontrolle bereitgestellt. Dieses wurde nicht mit 
dem 1st Antikörper versetzt, sondern nur mit dem 2nd AK inkubiert. Die 
Negativkontrolle diente später zur Mikroskopeinstellung. Vor allem aber wird durch die 
Negativkontrolle überprüft, ob der 2nd AK unspezifisch an das Präparat bindet.  
Das Well wurde für 2 Stunden zurück in den Inkubator gestellt. Nach 2 Stunden wurde 
die Platte sofort auf Eis gestellt und das Medium abgesaugt. Der 1 x TBS++ Puffer 
wurde auf Eis gelagert und dann wurde die Platte 3 x für 4 Minuten mit eiskaltem  
1 x TBS++ gewaschen. Zum Waschen wurde die doppelte Menge an Puffer verwendet 
als in den Wells war.  
 
3.4.3 Zellen fixieren 
Die Zellen wurden mit 1 mL 4 % iger PFA Lösung für 20 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Danach wurde das PFA abgesaugt und die Zellen erneut gewaschen.  
3 x für 4 Minuten mit eiskaltem 1 x TBS++ bei Raumtemperatur. Beim ersten 
Waschschritt wurde mit 2 mL gewaschen und danach mit 1 mL.  
 
3.4.4 Permeabilisieren der Zellen 
Damit die Zellen später den AK und damit die Färbung aufnehmen, wurden die Zellen 
mit 500 µL 0,2 % iger TritonX-100 Lösung permeabilisiert. Das Triton wurde 
aufgebracht und für maximal 1 Minute oben belassen und sofort wieder abgesaugt. 
Danach wurden die Zellen wieder 3 x für 4 Minuten mit eiskaltem 1 x TBS++ 
gewaschen.  
 
 
TGF-ß-1:     1,25 µL PBS  
                    1,25 µL TGF 
     bLF:     1,25 µL LF 
                  1,25 µL HCl 
    K:        1,25 µL PBS 
                1,25 µL HCl 
41 
3.4.5 Blocken der Aldehydgruppen 
Nun wurden die Aldehydgruppen mit Glycin geblockt. Es wurde je 1 mL  
1 % Glycinlösung auf die Wells gegeben und für 10 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Danach wurden die Zellen wieder 3 x für 4 Minuten mit eiskaltem 1 x TBS++ 
gewaschen.  
 
3.4.6 First AK 
Nach diesem Schritt wurde der 1st Antikörper auf die Zellen gegeben. Der 1st AK wurde 
in 1 % BSA gelöst. Pro Plättchen wurden 100 µL AK Lösung aufgebracht. Pro Well 
wurden ca. 110 µL 1st AK Lösung berechnet. Der First AK wurde direkt auf die 
inkubierten Wells gegeben. Bei der Negativkontrolle wurden statt dem 1st AK 
100 µL 1 % BSA Lösung aufgebracht. Es wurde für 1 Stunde inkubiert. Zum Schutz vor 
Abdampfung wurde die 6-Wellplatte zusätzlich mit feuchten Tüchern umwickelt und 
nach einer Stunde wurde wieder 3 x für 4 Minuten gewaschen. 
 
3.4.7 Second AK 
Ab diesem Schritt  wurde im Dunkeln gearbeitet. Es wurde der 2nd AK auf die K,  
TGF-ß-1, LF und Negativkontrolle gegeben. Der Second AK ist mit TRITC markiert 
und bindet an den 1st AK. TRITC fluoresziert sobald es mit Licht angeregt wird. Die 
AK Lösung wurde in einem Eppendorfcup vorbereitet und mit Alufolie als Lichtschutz 
umwickelt. Pro Plättchen wurden ca. 100 µL AK Lösung aufgebracht. Anschließend 
wurde im Dunkeln für 45 Minuten inkubiert. Die 12-Wellplatte wurde mit Alufolie und 
feuchten Tüchern umwickelt und in einen Kasten gestellt. Nach der abgelaufenen 
Inkubationsdauer wurde der 2nd AK 4 x für 4 Minuten mit eiskaltem 1 x TBS++ 
abgewaschen. 
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3.4.8 Färbung des Zellkerns 
Anschließend wurde der Zellkern mit DAPI angefärbt und sichtbar gemacht. DAPI färbt 
blau bis cyan, ist toxisch, mutagen und wird speziell für die DNA Einfärbung 
verwendet. Pro Well wurden ca. 400 µL Färbelösung aufgebracht. DAPI wurde 1 : 100 
mit 1 x TBS++ verdünnt. Die Zellen wurden für 5 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Nach diesen fünf Minuten wurde wieder 3 x für 4 Minuten mit eiskaltem  
1 x TBS ++ gewaschen.  
 
3.4.9 Präparate herstellen 
Die Deckgläser wurden mit einer Pipette aus den Wells genommen und im Dunkeln auf 
Parafilm zum Trocknen aufgelegt. In der Zwischenzeit wurden Objektträger gereinigt 
und beschriftet. Sobald die Deckgläser getrocknet waren wurden  
ca. 3,4 µL Glycerol auf einen Objektträger gegeben und das Präparat mit den Zellen 
nach unten auf den Objektträger gelegt. Das Präparat wurde sofort ins Dunkle gestellt, 
da  ansonsten die Fluoreszenz des Farbstoffes abnimmt. Sobald das Glycerol das ganze 
Deckglas angesaugt hatte wurde das Präparat mit 4 Punkten klarem Nagellack 
versiegelt. Danach wurde der Objektträger sofort in eine Schublade gegeben und 
gewartet bis der Nagellack getrocknet war. Das Präparat wurde insgesamt zweimal mit 
Nagellack versiegelt und dann im Dunkeln gelagert. 
 
3.4.10 Mikroskopieren 
Mikroskopiert wurde im Dunkeln. Die Präparate sollten nicht zu lange belichtet werden, 
da ansonsten der Farbstoff ausbleicht! Zusätzlich zum Mikroskop wurde auch noch die 
Quecksilberlampe eingeschaltet um das TRITC zum fluoreszieren zu bringen. Die 
Immunfluoreszenz wurde als Ölemissionsmikroskopie durchgeführt. Die Fotos wurden 
mit dem Programm META VUE gemacht. Die Präparate wurden unter dem Mikroskop 
von Zeiss (Axiovert 135) untersucht.  
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4 Ergebnisse und Diskussion 
 
4.1 Differenzierungsverlauf der Zelllinie CaCo2  
Es wurde ein DV mit dem Zellmodell CaCo2 durchgeführt. Zink wird vom Menschen 
über den Dünndarm absorbiert [ELMADFA und LEITZMANN, 2004]. Unter 
Kultivierung differenzieren CaCo2 Zellen spontan zu Dünndarmenterozyten aus und 
bilden polare Monolayer. Das bedeutet, dass die Zellen biochemische und 
morphologische Eigenschaften von vollentwickelten Dünndarmenterozyten annehmen. 
Beispielsweise kommt es zur Ausbildung von Mikrovillis und Tight junctions an der 
apikalen Membranseite. Außerdem werden typische Dünndarmhydrolaseenzyme 
exprimiert. Dazu gehört das Enzym Sucrase/Isomaltase, welches als 
Differenzierungsmarker verwendet wird. Zusätzlich bilden CaCo2 Zellen nach dem  
Stadium der Konfluenz Domes aus und ein unidirektionaler Fluss von Wasser und 
Ionen ist zu beobachten. Aufgrund der Polarität dieses Zellmodells, wird es für 
Toxizitätsstudien und physiologische Transportuntersuchungen eingesetzt  
[SAMBUY et al., 2005] [MOLTEDO et al., 2000]. Deswegen sind CaCo2 Zellen eine 
gute Wahl, um Zinktransporter sowie Metallothioneine zu untersuchen. Die Zellen 
wurden zu folgenden Differenzierungsstadien lysiert: Ein Tag vor Konfluenz  
(ca. 80 %), am Tag der Konfluenz, sieben, 14 und 21 Tage nach Konfluenz. Die Zellen 
wurden lysiert und daraus wurde die mRNA gewonnen. Anschließend wurde diese in 
cDNA umgeschrieben. Mittels RT-PCR wurden die Gene GAPDH, ZnT-1, ZnT-5, 
MT1A, Zip-1, Zip-4, FN-1, PAI-1 und Endoglin zu den einzelnen Zeitpunkten 
untersucht. Als Differenzierungsmarker bzw. Kontrolle diente das Enzym 
Sucrase/Isomaltase. Alle Gene wurden auf das Housekeeping Gen GAPDH 
normalisiert. Das Präkonfluenzstadium der CaCo2 Zellen wurde bei der Auswertung 
mit Microsoft Excel gleich 1 gesetzt. Ziel des DV war es, heraus zu finden, welche 
Gene, zu welchem Zeitpunkt, exprimiert sind.  
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Pre      Kon       7d        14d      21d 
ZnT-1 
 
ZnT-5 
 
Zip-1 
 
Zip-4 
 
MT1A 
 
Sucrase/Iso 
 
GAPDH 
Im Folgenden wird der DV des Zellmodells CaCo2 im Detail besprochen und mit der 
dazugehörigen statistischen Auswertung präsentiert. Zuerst werden die verschiedenen 
Zinktransporter und MT1A erläutert und diskutiert. In einem zweiten Teil werden die 
Gene PAI-1, FN-1 und Endoglin genauer betrachtet.  
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4: 
(a) Verlauf der mRNA Expression der verschiedenen Zinktransporter und MT1A während des DV der 
CaCo2 Zellen. (b) DV von CaCo2 Zellen. Charakteristisches Bild der mRNA Expression der 
verschiedenen Zinktransporter, MT1A, GAPDH und der Kontrolle Sucrase/Isomaltase. Verwendete 
Methode war die RT-PCR mit anschließender Agarosegelelektrophorese.  
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4.1.1 Sucrase/Isomaltase 
Die Sucrase/Isomaltase stellt eine wichtige Kontrolle für das gesamte Experiment dar. 
Sie ist ein Enzym des Bürstensaumes im Dünndarm  und somit als 
Differenzierungsmarker geeignet [GRAY, 1992]. Diese Erkenntnis deckt sich mit den 
Ergebnissen des Differenzierungsverlaufes. Hier konnten mittels PCR im 
präkonfluenten und konfluenten Stadium keine Signale detektiert werden. Erst sieben 
Tage nach dem Stadium der Konfluenz, wurde eine Bande sichtbar. Die Expression der 
Sucrase/Isomaltase stieg im weiteren Verlauf an. 14 Tage nach Konfluenz wurde eine 
signifikante Veränderung erkannt. Die Sucrase/Isomaltase mRNA Expression stieg  
21 Tage nach Konfluenz auf das 1,49 fache, im Vergleich zu den sieben Tagen nach 
Konfluenz, an.  
 
Abbildung 5:  
mRNA Expression von Sucrase/Isomaltase im Zellmodell CaCo2 während des DV. Die Werte wurden 
auf GAPDH normalisiert. Bei der Auswertung mit Microsoft Excel wurde der Differenzierungszeitpunkt 
des siebten Tages nach Konfluenz, gleich 1 gesetzt. Die Anzahl der durchgeführten Experimente betrug 
vier. Verwendete Methode war die RT-PCR (60 °C/32 Cycles mit 1 µL cDNA) mit anschließender 
Agarosegelelektrophorese. Verwendeter statistischer Test war der One sample t test. *: p ≤ 0,05. 
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4.1.2 mRNA Expression der Effluxtransporter ZnT-1 und ZnT-5 
Mittels RT-PCR wurde die mRNA Expression der Zinkeffluxtransporter ZnT-1 und 
ZnT-5 im DV eruiert. ZnT-1 wurde während der Zelldifferenzierung erheblich 
stimuliert. Vierzehn Tage nach Konfluenz konnte ein signifikanter Anstieg auf das  
1,47 fache und 21 Tage nach Konfluenz ein höchst signifikanter Anstieg um 68 Prozent 
beobachtet werden. ZnT-5 wurde während der Differenzierung nahezu gleich stark 
exprimiert und es konnten keine signifikante Veränderung beobachtet werden. 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 6:  
mRNA Expression von ZnT-1 (a) und ZnT-5 (b) im Zellmodell CaCo2 während des DV. Untersucht 
wurden die Zeitpunkte Präkonfluenz, Konfluenz, sieben, 14 und 21 Tage Postkonfluenz. Alle Werte 
wurden auf GAPDH normalisiert und die präkonfluenten CaCo2 Zellen wurden bei der Auswertung mit 
Microsoft Excel gleich 1 gesetzt. Die Anzahl der durchgeführten Experimente betrug jeweils vier. 
Verwendete Methode war die RT-PCR (60 °C/30 Cycles mit 1 µL cDNA) mit anschließender 
Agarosegelelektrophorese. Die Bilder wurden mit dem Programm ChemImager ausgewertet. 
Verwendeter statistischer Test, war der One sample t test. *: p ≤ 0,05 und ***: p ≤ 0,001.  
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4.1.3 mRNA Expression von Zip-1 und Zip-4 
Mittels RT-PCR wurden die mRNA Expressionslevel von Zip-1 und Zip-4 während des 
DV ermittelt. Bei Zip-1 konnte durch das Erreichen des siebten Tages nach Konfluenz 
eine signifikant Regulierung nach unten hin beobachtet werden (p = 0,0287). 
Grundsätzlich konnte während des gesamten DV ein Absinken des mRNA Expression 
festgestellt werden. Schlussendlich sank die Zip-1 mRNA Expression auf 42 Prozent 
des Ausgangswertes ab. Die Zip-4 mRNA Expression zeigte keine wesentlichen 
Veränderungen während der Zelldifferenzierung und blieb während des gesamten DV 
annähernd gleich.   
 
 
 
 
 
 
Abbildung 7: 
mRNA Expression von Zip-1 (a) und Zip-4 (b) im Zellmodell CaCo2 während des DV bis 21 Tage nach 
Konfluenz. Die Werte wurden alle auf GAPDH normalisiert und das Stadium der Präkonfluenz bei der 
Auswertung mit Microsoft Excel auf 1 gesetzt. (a) Die Anzahl der durchgeführten Experimente betrug 
drei. Verwendete Methode war die RT-PCR (63 °C/34 Cycles mit 2 µL cDNA) (b) Die Anzahl der PCR 
Experimente betrug vier (60 °C/28 Cycles mit 1 µL cDNA). Die Bilder wurden mit dem Programm 
ChemImager ausgewertet. Verwendeter statistischer Test, war der One sample t test. *: p ≤ 0,05.  
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4.1.4 MT1A mRNA Expression im DV von CaCo2 Zellen 
Während des DV konnte eine durchgehende signifikante Abnahme in der MT1A 
mRNA Expression festgestellt werden. Zum Zeitpunkt der 21 Tage nach Konfluenz 
sank die MT1A mRNA Expression höchst signifikant auf 35 Prozent des 
Ausgangswertes ab.  
 
 
 
 
Abbildung 8: 
mRNA Expression von MT1A im Zellmodell CaCo2 während des DV. Die präkonfluenten CaCo2 Zellen 
wurden bei der Auswertung mit Microsoft Excel gleich 1 gesetzt und alle Werte wurden auf  
GAPDH normalisiert. Die Anzahl der durchgeführten RT-PCR Versuche betrug vier  
(62 °C/30 Cycles mit 1 µL cDNA). Verwendeter statistischer Test war der One sample t test. *: p ≤ 0,05, 
**: p ≤ 0,01 und ***: p ≤ 0,001. 
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4.1.5 Regulation der mRNA Expression von PAI-1, FN-1 und Endoglin im DV  
 
Im Weiteren werden nun die Gene PAI-1, FN-1 und Endoglin und deren Expression 
während der Differenzierung der CaCo2 Zellen besprochen.  
Sie haben gemeinsam, dass sie in den Smad Signalweg involviert sind. PAI-1 und FN-1 
sind Zielgene des Smad Pathways und Endoglin agiert dort als Corezeptor.  
 
 
 
Abbildung 9: 
(a) PAI-1, FN-1 und Endoglin mRNA Expressionsverlauf während der Differenzierung von CaCo2 
Zellen. (b) mRNA Expression während des DV. Untersucht wurden die Gene PAI-1, FN-1 und Endoglin. 
Alle Werte wurden auf GAPDH normalisiert und Sucrase/Isomaltase diente als Kontrolle. Verwendete 
Methode war die RT-PCR mit anschließender Agarosegelelektrophorese.   
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Mittels einer RT-PCR wurde die PAI-1, FN-1 und Endoglin mRNA Expression im 
Zellmodell CaCo2 während der Differenzierung ermittelt. Die PAI-1 Expression hat 
sich in diesem Zeitraum durchgehend höchst signifikant verändert und 21 Tage nach 
Konfluenz  ist sie höchst signifikant auf das 0,3 fache des Ausgangswertes abgesunken. 
FN-1 zeigte zum Zeitpunkt der Konfluenz eine signifikanten Abnahme auf das  
0,78 fache. Prinzipiell sank die mRNA Expression von FN-1 während des DV ab. Das 
Transmembranprotein Endoglin zeigte im konfluenten Stadium eine signifikante 
Abnahme auf das 0,67 fache. Zu den Zeitpunkten sieben, 14 und 21 Tage nach 
Konfluenz konnte eine hoch signifikante Abnahme in der Endoglin Expression 
beobachtet werden.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 10:  
mRNA Expression von PAI-1 (a), FN-1 (b) und Endoglin (c) im Zellmodell CaCo2 während des DV. 
Alle Werte wurden auf GAPDH normalisiert und der Zeitpunkt der Präkonfluenz wurden bei der 
Auswertung mit Microsoft Excel gleich 1 gesetzt. Die Anzahl der RT-PCR Experimente betrug jeweils 
vier. (a) und (c): (61 °C/32 Cycles mit 1 µL cDNA). (b): (70 °C/30 Cycles mit 1 µL cDNA) Verwendeter 
statistischer Test war der One sample t test. *: p≤ 0,05, **: p ≤ 0,01 und ***: p ≤ 0,001.   
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4.2 Auswirkungen von 10 µM und 100 µM Zinkchlorid auf CaCo2 Zellen 
 
CaCo2 Zellen wurden bis zur Konfluenz herangezüchtet und anschließend mit einer  
10 µM bzw. 100 µM Zinkchloridlösung für vier Stunden inkubiert. Es wurde eine  
RT-PCR Studie durchgeführt. Alle Ergebnisse wurden bei der Auswertung mit 
Microsoft Excel auf GAPDH normalisiert. Ziel dieser Versuche war es herauszufinden, 
ob und ab welchen Zinkkonzentrationen die verschiedenen Zinktransporter, 
Metallothioneine, Matrix Metalloproteinasen und Smad-Pathway Zielgene, PAI-1 und 
FN-1, reagieren. Im Folgenden werden die gesammelten Daten präsentiert und 
diskutiert. Um einen besseren Überblick und Vergleich zu haben wurden die 
Zinktransporter und Metallothioneine sowie die Smad-Pathway Zielgene 
zusammengefasst. 
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4.2.1  Zinkauswirkungen auf die Effluxtransporter ZnT-1 und ZnT-5 
Anhand dieses Versuches konnte gezeigt werden, dass ZnT-1 bei erhöhter 
Zinkionenanwesenheit eindeutig nach oben reguliert wird und ZnT-5 bei hohen 
Zinkgaben nicht stimuliert wird. Die mRNA Expression von ZnT-1, bei 10 µM 
Zinkinkubation, ist um das 1,28 fache angestiegen. Durch die Erhöhung der 
Zinkkonzentration auf 100 µM konnte eine Veränderung um 100 % festgestellt werden.  
Bei ZnT-5 wurde durch die 10 µM Zinkinkubation eine leichte Stimulierung auf das  
1,2 fache festgestellt. Dieser Effekt konnte durch die Erhöhung der Zinkkonzentration 
auf das 10 fache nicht mehr beobachtet werden. Hier verblieb die mRNA Expression 
auf dem Kontrollniveau.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 11: 
ZnT-1 (a) und ZnT-5 (b) mRNA Expression in konfluenten CaCo2 Zellen. Diese wurden mit 10 µM bzw.  
100 µM Zinkchloridlösung für vier Stunden inkubiert. Die Bilder wurden mit dem Programm 
ChemImager ausgewertet und alle Werte wurden auf GAPDH normalisiert. (a) Die Anzahl der 
durchgeführten Versuche betrug 3 bzw. 4. Verwendete Methode war die RT-PCR (60 °C/ 30 Cycles mit  
1 µL cDNA). (b) Die Anzahl der durchgeführten PCR Versuche betrug jeweils drei  
(60 °C/ 28 – 30 Cycles mit 1 µL cDNA).  
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4.2.2 Effekte von Zink auf Zip-1 und Zip-4  
Zip-1 konnte durch die Inkubation mit 10 µM Zinkchlorid um 26 % im Vergleich zur 
Kontrolle stimuliert werden. Jedoch blieb die mRNA Expression durch die 100 µM 
Zink Inkubation auf dem Niveau der Kontrolle.  
Bei Zip-4 konnte durch die 100 µM Zinkinkubation eine Steigerung um 10 % 
festgestellt werden, wobei jedoch die hohe Streuung der Werte keine Signifikanz ergab. 
Hingegen die mRNA Expression der 10 µM Zinkinkubation auf dem Niveau der 
Kontrolle verblieb.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 12: 
mRNA Expression von Zip-1 (a) und Zip-4 (b) konfluenter CaCo2 Zellen, mit 10 µM bzw. 100 µM 
Zinkchloridlösung für vier Stunden inkubiert. Die Bilder wurden mit dem Programm ChemImager 
ausgewertet und alle Ergebnisse wurden auf GAPDH normalisiert. (a) Die Anzahl der Experimente 
betrug 3 bzw. 4. Es wurden 2 µL cDNA verwendet und die RT-PCR wurde bei  63 °C und 32 Cycles 
durchgeführt. (b) Die Anzahl der durchgeführten RT-PCR Versuche betrug 2 bzw. 3 bei 60 °C/ 28 Cycles 
mit 1 µL cDNA.  
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4.2.3  PAI-1 und FN-1 Regulation durch Zink 
Durch die Inkubation von CaCo2 Zellen mit 100 µM Zinkchlorid wurde die mRNA 
Expression von PAI-1 im Vergleich zur Kontrolle um das 2,06 fache stimuliert. Dieser 
Effekt konnte bei der 10 µM Zinkgabe nicht festgestellt werden. Hier bewirkte die  
10 µM Zinkinkubation keinen Effekt und die mRNA Expression blieb auf dem 
Kontrollniveau.  
Die FN-1 mRNA Expression konnte durch die 10 µM Zinkinkubation nicht signifikant 
beeinflusst werden, da sie auf dem Niveau der Kontrolle blieb. Bei einer 100 µM 
Zinkkonzentration konnte eine Regulierung auf 90 Prozent des Ausgangswertes 
beobachtet werden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 13: 
PAI-1 (a) und FN-1 (b) mRNA Expression. Inkubation konfluenter CaCo2 Zellen mit 10 µM bzw.  
100 µM Zinkchloridlösung für vier Stunden. Alle Werte wurden auf GAPDH normalisiert. (a) Die Anzahl 
der durchgeführten RT-PCR Versuche betrug 3 bzw. 2 bei 61 °C/ 32 Cycles mit 1 µL cDNA.  
(b) Die Experimentanzahl betrug 3 bzw. 4. Verwendete Methode war die RT-PCR (70 °C/ 28 - 30 Cycles 
mit 1 µL cDNA).  
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4.2.4 LRP-1 und MMP-1 mRNA Expressionsregulation durch Zink 
Die Inkubation von konfluenten CaCo2 Zellen mit 10 µM Zinkchlorid, führte bei  
LRP-1, zu einer minimalen Stimulierung der mRNA Expression auf 12 % im Vergleich 
zur Kontrolle. Durch die Erhöhung der Zinkkonzentration auf 100 µM konnte keine 
signifikante Stimulierung festgestellt werden und LRP-1 verblieb auf dem Niveau der 
Kontrolle.  
Die MMP-1 mRNA Expression wurde durch die Inkubation mit 10 µM  Zinkchlorid um 
das 1,18 fache im Vergleich zur Kontrolle stimuliert, wobei die 100 µM Zinkinkubation 
zu einem Absinken der mRNA Expression auf 83 % des Ausgangswertes führte.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 14: 
mRNA Expression von LRP-1 (a) und MMP-1 (b). Konfluente CaCo2 Zellen wurden mit 10 µM bzw.  
100 µM Zinkchloridlösung für vier Stunden inkubiert. Alle Werte wurden auf GAPDH normalisiert.  
(a) Die Anzahl der durchgeführten RT-PCR Versuche betrug jeweils drei bei 70 °C/ 28 Cycles und 1 µL 
cDNA. (b) Die Anzahl der durchgeführten Versuche betrug 3 bzw. 4. Verwendete Methode war die  
RT-PCR (61,4 °C/ 28 Cycles mit 1 µL cDNA).  
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4.2.5 Zinkeffekte auf MT1A, MT1X und MT2A 
Anhand dieses Versuches konnte gezeigt werden, dass die MT1A mRNA Expression 
durch die 10 µM Zinkinkubation keine signifikanten Veränderungen zeigte. Jedoch die 
Erhöhung der Zinkkonzentration auf 100 µM, bewirkte eine signifikante Stimulierung 
der mRNA Expression auf das 7,3 fache.  
MT1X reagierte bereits auf die 10 µM Zinkgabe mit einer signifikanten Erhöhung der 
mRNA Expression auf 162 % des Kontrollwertes. Die Inkubation der CaCo2 Zellen mit 
100 µM Zinkchlorid bewirkte eine mRNA Stimulierung auf das 8,43 fache. Vermutlich 
würde dieser Wert durch die Anwendung des One Sample t test signifikant sein, jedoch 
war der Stichprobenumfang zur statistischen Auswertung zu gering.  
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Abbildung 15: 
MT1A (a), MT1X (b) und MT2A 
vierstündige Inkubation 
wurden mit dem Programm ChemImager ausgewertet
normalisiert. (a) Die Anzahl der durchgeführten Versuche betrug 4
Verwendete Methode war
Agarosegelelektrophorese.
62 °C/ 32 - 34 Cycles mit 2 µL
RT-PCR Experimente bet
Verwendeter statistischer Test, war der One sample t test. *: p 
 
Die MT2A mRNA Expression
Vergleich zur Kontrolle stimuliert. D
Effekt um das 5,03 fache des Ausgangswertes ermittelt 
keine statistische Auswertung der 100 µM Zinkinkubation, aufgrund des zu geringen 
Stichprobenumfangs, 
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4.3 Diskussion des DV und der Zinkinkubationen im Zellmodell CaCo2 
 
4.3.1 Expression des Kontrollgens Sucrase/Isomaltase im DV 
Sucrase/Isomaltase ist ein Enzym des Bürstensaumes im Dünndarm und für die 
Hydrolyse der Sucrose verantwortlich [GRAY, 1992]. Somit ist dieses Enzym als 
Differenzierungsmarker geeignet, weil es von differenzierten CaCo2 Zellen im Stadium 
der Postkonfluenz exprimiert wird [SINGH et al., 1996]. Diese Erkenntnisse decken 
sich mit den Ergebnissen des im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten 
Differenzierungsverlaufes. Hier konnten im präkonfluenten und konfluenten Stadium 
keine Signale detektiert werden. Erst ab sieben Tage nach Konfluenz, wurde eine Bande 
sichtbar. Die Expression der Sucrase/Isomaltase stieg im weiteren Verlauf an. Das 
bestätigt, dass sich auch unter unseren Kulturbedingungen, die CaCo2 Zellen in 
Richtung Dünndarm Enterozyten ausdifferenziert haben.  
 
4.3.2  Regulation der Zinkeffluxtransporter ZnT-1 und ZnT-5 
ZnT-1 und ZnT-5 sind Zink Efflux Transporter die in allen Geweben vorkommen und 
der SLC30 Familie angehören. Ihre Funktion ist zytosolisches Zink über Efflux bzw. 
über Sequestration in intrazellulären Kompartimenten zu reduzieren. Die ZnT-1 und 
ZnT-5 Expression wird durch die ernährungsabhängige Zinkaufnahme reguliert 
[MCMAHON und COUSINS, 1998] [VALENTINE et al., 2007]. Zink ist in höheren 
Dosen für Darmzellen toxisch [ZÖDL et al., 2003], es wird abtransportiert bzw. verteilt 
und steht somit für andere Funktionen zur Verfügung [BIESALSKI et al., 2004]. 
Vermutlich führen hohe Zinkkonzentrationen zu einer erhöhten Permeabilität im 
Gastrointestinaltrakt. Außerdem wird durch hohe Zinkwerte der Zellkontakt zwischen 
den Zellen gelockert [CARIO et al., 2000]. In der Literatur ist eine Isoform von ZnT-5 
beschrieben, nämlich die Variante B. Sie funktioniert als Aufnahme und 
Effluxtransporter [VALENTINE et al., 2007]. 
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Der im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte DV zeigte, dass ZnT-1 im Laufe der 
Differenzierung höchst signifikant um 68 Prozent im Vergleich zur Präkonfluenz 
angestiegen ist. Vermutlich wird Zink durch ZnT-1 vermehrt ins Plasma abtransportiert. 
Dort steht Zink für Speicherzwecke, antioxidative und andere Funktionen zur 
Verfügung [BIESALSKI et al., 2004]. Daraus wird ersichtlich, dass die 
Zinkhomöostase verstärkt von den Enterozyten des Dünndarms reguliert wird.  
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die ZnT-1 mRNA Expression über Zink 
reguliert wird. Bereits durch die Inkubation der CaCo2 Zellen mit 10 µM Zink wurde 
ZnT-1 im Vergleich zur Kontrolle stimuliert. Durch die Erhöhung der 
Zinkkonzentration auf 100 µM wurde dieser Effluxtransporter signifikant auf  
200 Prozent, im Vergleich zur Kontrolle, nach oben reguliert. Erwähnenswert ist, dass 
präkonfluente CaCo2 Zellen bereits bei einer Zinkkonzentration von 100 µM eindeutige 
apoptotische Reaktionen zeigen [ZÖDL et al., 2003].  
Bei ZnT-5 hingegen war während des DV keine eindeutige mRNA 
Expressionsveränderung erkennbar. ZnT-5 dient der Aufrechterhaltung der 
Zinkhomöostase im Körper. Durch die Inkubation mit 10 µM Zinkchlorid konnte ein 
leichter Anstieg der mRNA Expression von ZnT-5 beobachtet werden. Durch die Gabe 
von 100 µM Zinkchlorid verblieb die ZnT-5 mRNA Expression jedoch auf dem Niveau 
der Kontrolle. Offen bleibt, warum ZnT-5 auf höhere Zinkkonzentrationen nicht mit 
einer Stimulierung, wie ZnT-1, reagiert. Ausschlaggebend für diese Ergebnisse sind 
sicher auch die Inkubationsdauer und -konzentrationen sowie das 
Differenzierungsstadium der CaCo2 Zellen. Um heraus zu finden wie ZnT-1 und ZnT-5 
auf beispielsweise eine längere Stimulation mit Zink reagieren bedarf es noch weiterer 
Untersuchungen.  
 
4.3.3 Expression von Zip-1 und Zip-4 im DV und bei Zink-Exposition 
Die Zip-1 und Zip-4 Transporter gehören der SLC39 Familie an. Zip steht für  
Zrt-, Irt-like protein [EIDE, 2003]. Diese Metallionentransporter wurden erstmals in 
Saccharomyces cerevisiae und Arabidopsis thaliana identifiziert. Sie sind an der 
apikalen Membranseite des Dünndarms lokalisiert und erhöhen die intrazelluläre Zink 
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Verfügbarkeit, indem sie die Zinkaufnahme aus dem Dünndarm forcieren. Zusätzlich 
fördern sie die Zinkabgabe aus Zellvesikeln ins Zytoplasma. [LI et al., 2007]. Beide 
werden in vielen Geweben und den verschiedensten Zelltypen exprimiert, wobei Zip-4 
vermehrt in Dünndarmenterozyten vorkommt [FORD, 2004] [LI et al., 2007].Von Zip-1 
ist bekannt, dass dessen Expression vom Zinkstatus abhängt und durch Hormone, wie 
Prolactin, reguliert wird [COSTELLO et al., 1999].  
In der Literatur ist eine Zip-1 mRNA Expressionsabnahme in differenzierten CaCo2 
Zellen beschrieben [BÉDRINE-FERRAN et al., 2004]. Zip-1 wurde im Verlauf der 
Differenzierung nach unten reguliert. Auch die Ergebnisse, des im Rahmen dieser 
Arbeit durchgeführten Differenzierungsverlaufes zeigen, dass sie zum aktuellen Stand 
der Literatur passen. Außerdem konnte gezeigt werden, dass die Zip-1 Expression 
dosisabhängig durch Zink reguliert wird. Die Inkubation der konfluenten CaCo2 Zellen 
mit 10 µM Zink führte zu einem Anstieg der Zip-1 mRNA Expression, wohingegen 
durch eine nochmalige Erhöhung der Zinkkonzentration auf 100 µM keine Stimulierung 
erfolgte und die mRNA Expression auf dem Niveau der Kontrolle blieb. Dieses 
Ergebnis passt zu der Erkenntnis von Costello et al., dass die Zip-1 mRNA Expression 
durch Zink reguliert wird, aber schon bei 10 µM ihr Maximum erreicht.  
Die Zip-4 mRNA Expression zeigte im Gegensatz zu Zip-1 keine signifikante 
Veränderung während des Differenzierungsverlaufes. Da beiden Transportern die 
Zinkaufnahme zugeschrieben wird, bleibt es offen warum der eine Transporter reguliert 
wird und der andere nicht. Die beiden Transporter zeigten jedoch einen Unterschied bei 
der Dosisabhängigkeit auf Zink. Auch bei der Regulation durch Zink zeigten sich 
Unterschiede zwischen den beiden Transportern. Durch die 10 µM Zinkinkubation 
wurde keine eindeutige Veränderung in der Zip-4 mRNA Expression im Vergleich zur 
Kontrolle festgestellt. Die Erhöhung der Zinkkonzentration auf 100 µM, führte nur zu 
einem minimalen Anstieg der mRNA Expression um 10 Prozent. In der Literatur 
hingegen ist eine Zip-4 mRNA Expressionsabnahme durch das Vorhandensein von Zink 
beschrieben [MAVERAKIS et al., 2007].  
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4.3.4 MT1A, MT1X und MT2A mRNA Regulation im DV und durch Zink 
Metallothioneine sind kleine Proteine, die Metallionen binden und auch zum Teil von 
ihnen induziert werden können [KENNETTE et al., 2005]. Die Transkriptionsregulation 
von MTe erfolgt über die Interaktion von MREs (metal response elements) mit MTF-1 
(MRE bindender Transkriptions-faktor-1) [BRUGNERA et al., 1994]  
[HEUCHEL et al., 1994] [STUART et al., 1985] [WESTIN und SCHAFFNER, 1988]. 
Zusätzlich sind MTe wichtige Faktoren zur Entfernung von Schwermetallen und 
anderen giftigen Stoffen aus dem Körper [KENNETTE et al., 2005]. MTe werden in 
vielen Geweben exprimiert. Ein MT-Molekül kann sieben Zinkatome komplexieren und 
bindet diese mit einer geringen Affinität. Dies bedeutet, dass die MTe als Reservoir 
bzw. Puffer für zytosolisches Zink dienen [KAMBE et al., 2004]. Erhöhte 
Zinkkonzentrationen, die durch die Nahrung zugeführt werden, steigern die Sekretion 
von MTen und die Bildung von MT-Chelaten im Darm. Diese transportieren das 
überschüssige Zink ab. Inwieweit MTe in den Zinkkreislauf im Gastrointestinaltrakt 
eingreifen ist noch nicht eindeutig erforscht [MOLTEDO et al., 2000]. In Säugetieren 
wurden mehrere MT Isoformen entdeckt. Die MTe I & II stellen multifunktionelle 
Proteine dar. Im Bereich der Immunabwehr, mitochondriellen Atmung, Thermogenese, 
Angiogenese und Zelldifferenzierung sind sie von großer Bedeutung. Auch in der 
Therapie von chronischen oder akuten Erkrankungen, hervorgerufen durch oxidativen 
Stress, spielen MTe eine wichtige Rolle [FORMIGARI et al., 2007].  
Die Ergebnisse des Differenzierungsverlaufes zeigen eine durchgehende signifikante 
Abnahme in der MT1A mRNA Expression. Durch die Inkubation konfluenter CaCo2 
Zellen mit 10 µM Zinkchlorid konnte keine Regulation der MT1A mRNA Expression 
beobachtet werden. Sie verblieb auf dem Niveau der Kontrolle. Die Gabe von 100 µM 
Zink bewirkte aber einen signifikanten Anstieg der MT1A mRNA Expression um das 
ca. 7,3 fache, im Vergleich zur Kontrolle. Dieser Anstieg könnte bedeuten, dass MT1A 
für die Kontrolle der Zinkverteilung, bei entsprechend hoher Verfügbarkeit, eine 
wichtige Rolle spielt. Welche spezifische Funktion MT1A übernimmt ist ungeklärt, 
weil auch andere MT auf eine erhöhte Zinkgabe mit einer eindeutigen Stimulierung der 
mRNA Expression reagieren.  
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Des Weiteren wurde die Stimulierbarkeit von MT1X und MT2A durch Zink genauer 
untersucht. Bei MT1X konnte bereits durch die 10 µM Zinkkonzentration eine 
signifikante Erhöhung um das 1,62 fache der Kontrolle beobachtet werden. Durch die 
höhere Zinkgabe konnte eine eindeutige mRNA Expression Stimulierung um das  
8,43 fache im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden.  
Durch die Inkubation der Zellen mit 10 µM Zinkchlorid konnte ein leichter Anstieg in 
der MT2A mRNA Expression beobachtet werden. Durch eine 10 fach höhere 
Konzentration wurde MT2A auf das 5,03 fache der Kontrolle stimuliert. MT2A 
reagiert, wie MT1X, auf kleinere Zinkkonzentrationen. Wobei die Stimulierung von 
MT2A durch größere Mengen nicht das Ausmaß der beiden anderen Metallothioneine, 
MT1A und MT1X, erreicht.  
Zu berücksichtigen ist, dass MTe posttranskriptionell modifiziert werden und somit die 
Proteinlevels nicht denen der mRNA Expressionslevels entsprechen müssen 
[FORMIGARI et al., 2007]. MT1X reagiert schon auf geringere Zinkmengen und 
MT1A erst auf höhere Konzentrationen mit einer mRNA Expressionsstimulierung. 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass alle drei MT auf die höhere 
Zinkkonzentration von 100 µM mit einer Stimulierung reagieren, jedoch jeweils in 
einem anderen Ausmaß. Anscheinend spielen alle drei MTe eine wichtige Rolle in der 
Zinkaufnahme- und Verteilung im Körper, da alle drei Typen durch Zink stimuliert 
werden. Welches MT dabei welche Rolle einnimmt bedarf noch weiterer 
Untersuchungen.  
 
4.3.5  PAI-1, FN-1 und Endoglin mRNA Expressionsregulation 
PAI-1 gehört zur Serin Proteinase Inhibitor (SERPIN) Familie. PAI-1 wirkt 
antiproteolytisch und ist Teil des fibrinolytischen Systems im Körper und fördert somit 
die Blutgerinnung [LIJNEN, 2005]. Seine Aufgabe ist es die tPA und uPA zu 
inhibieren. Im Körper zirkuliert es als Komplex an Vitronektin gebunden. Diese 
Bindung wird gelöst, sobald PAI-1 mit tPA oder uPA komplexiert. Zusätzlich kann 
PAI-1 Zellen von Fibronektin und Kollagen ablösen. Möglicherweise führt diese 
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Tatsache dazu, dass erhöhte PAI-1 Level die Metastasierung von Tumorzellen fördern 
[CZEKAY et al., 2003].  
Die Plasminogen Activator Inhibitor-1 Expression ist im Zeitraum des DV höchst 
signifikant abgesunken. PAI-1 wird vermehrt im Dickdarm exprimiert und im 
Dünndarm wird die mRNA Expression höchst signifikant nach unten reguliert. 
Interessanterweise konnte außerdem gezeigt werden, dass die PAI-1 Expression durch 
Zink stimulierbar ist. Die PAI-1 mRNA Expression wurde erst durch die höhere 
Zinkkonzentration eindeutig beeinflusst. Durch die 100 µM Zinkgabe hat sich die 
Expression, im Vergleich zur Kontrolle, so gut wie verdoppelt.  
Fibronektin ist ein Glykoprotein, welches als Polymer an der Zelloberfläche bzw. in der 
extrazellulären Matrix lokalisiert ist. FN-1 wird im gesamten Körper, aber vermehrt von 
Colonepithelzellen, exprimiert. Es spielt eine wichtige Rolle in der Wundheilung, 
Zellablösung, Migration, Metastasierung und Embryogenese. Zu dem kommt es zu 
einer erhöhten FN Synthese während einer Dickdarmentzündung  
[KOLACHALA et al., 2007].  
Die FN-1 mRNA Expression hat durch die Ausdifferenzierung der CaCo2 Zellen zu 
Dünndarmenterozyten abgenommen. Durch die Inkubation konfluenter CaCo2 Zellen 
mit 10 µM Zinkchlorid konnte keine eindeutige FN-1 mRNA Expressionsregulation 
beobachtet werden, der Wert blieb auf dem Niveau der Kontrolle. Bei Erhöhung der 
Zinkkonzentration auf 100 µM wurde eine Regulierung der mRNA Expression auf  
90 Prozent des Ausgangswertes festgestellt.  
Endoglin sank im DV von CaCo2 Zellen hoch signifikant auf  
62 Prozent des Ausganswertes ab. Endoglin wird den Transmembranproteinen 
zugeordnet und hauptsächlich von Gefäßendothelzellen, Makrophagen, Fibroblasten 
und glatten Muskelzellen exprimiert. Außerdem ist Endoglin Teil des TGF-ß-1 
Rezeptor Komplexes (Corezeptor) und spielt eine wichtige Rolle bei der 
Gefäßneubildung und Wiederherstellung [SANZ-RODRIGUEZ et al., 2004]  
[LLORCA et al., 2007]. Laut Lagarde et al. konnte in einer Studie eine positive 
Korrelation zwischen Endoglin und der Metastasierung und Invasion von Tumorzellen 
gefunden werden. Als Bestandteil des TGF-ß-1 Rezeptor Komplexes, könnte Endoglin 
64 
sowohl positive als auch negative Auswirkungen auf die Krebsentstehung haben. Im 
Frühstadium könnte eine Tumor unterdrückende und zu einem späteren Zeitpunkt eine 
Tumor fördernde Wirkung entstehen [LAGARDE et al., 2006].  
 
4.3.6 Regulation von LRP-1 und MMP-1 durch Zink  
LRP-1 gehört zur Familie der Low-Density Lipoprotein Rezeptoren und stellt ein 
Transmembranglykoprotein dar. Dieses Protein fungiert als Oberflächenrezeptor und ist 
in die Signaltransduktion involviert. LRP-1 überträgt extrazelluläre Signale quer durch 
die Plasmamembran in die Zelle. 30 verschiedene Liganden können an LRP binden. 
Dazu gehören unter anderem LF, tPA und uPA, EZM Proteine wie PAI-1 und auch 
Zink [HERZ und STRICKLAND, 2001]. Auf Grund dessen wurde auch die LRP-1 
mRNA Expression untersucht. Werden LRP-1 exprimierende Zellen mit Liganden wie 
LF versetzt, resultiert das in einem signifikanten Anstieg von cAMP im 
Intrazellularraum [LI et al., 2001]. 
Weder durch die 10 µM bzw. 100 µM Zinkgabe konnte eine eindeutige Regulation in 
der mRNA Expression von LRP-1 hervorgerufen werden.  
MMP-1 gehört zur Matrixingruppe der Kollagenasen. Diese besitzen die Fähigkeit 
Kollagen abzubauen und sind am Abbau der EZM beteiligt  
[VISSE und NAGASE, 2003]. Sie spielen eine wichtige Rolle in der Wundheilung, 
Gewebswiederherstellung, Entwicklung und Entstehung von Krebs. Die Aktivität von 
MMPs wird von α2-Makroglobulin und TIMPs, welche endogene Inhibitoren darstellen, 
reguliert [NAGASE et al., 2006]. In vivo werden die proMMP´s über Plasmin aktiviert, 
speziell die MMPs 1, 3, 7, 9, 10 und 13. Aktivierte MMPs sind Teil der Entstehung 
bzw. Aktivierung anderer MMPs. Diese stufenweise Aktivierung ist Teil eines fein 
abgestimmten Regulationssystems. Wird dieser abgestimmte Kreislauf gestört, ist das 
der Auslöser für verschiedene Krankheiten, wie Arthritis, Krebs und Fibrose  
[VISSE und NAGASE, 2003]. Durch die 10 µM Zinkkonzentration wurde die MMP-1 
mRNA Expression, im Vergleich zur Kontrolle, stimuliert. Durch die 100 µM 
Zinkkonzentration konnte dieser Effekt nicht mehr beobachtet werden. Hier sank die 
MMP-1 mRNA Expression unter das Kontrollniveau ab.  
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Die Zinkinkubationen betreffend, ist es von Bedeutung zu erwähnen, dass in allen 
Versuchen nur ein Differenzierungsstadium der CaCo2 Zellen sowie zwei verschiedene 
Zinkkonzentrationen untersucht wurden. Außerdem wurden die Zellen nur einer vier 
Stunden Kurzzeitinkubation unterzogen. Damit wurden jene Effekte erfasst, die direkt 
durch Zink auf Transkriptionsfaktoren, möglicherweise ohne Aktivierung von 
Signaltransduktionskaskaden, bewirkt wurden. Um genauere Hintergründe und 
Informationen über die Zinkhomöostase, die die Sekundäreffekte von Zink auf die 
Stoffwechsellage und auf die Zelle betreffen, zu erhalten, bedarf es noch mehrerer 
Versuche unter Langzeit-Inkubations-Bedingungen.  
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4.4 Smad Pathway Aktivierung durch bLF & TGF-ß-1 im Zellmodell CaCo2 
 
Mittels Immunfluoreszenz wurde die Smad Pathway Aktivierung durch TGF-ß-1 und 
bLF von CaCo2 Zellen untersucht. Die IF wurde zu zwei verschiedenen 
Differenzierungsstadien durchgeführt. Es wurden die Zeitpunkte der Präkonfluenz 
(einzelne Inseln) und eine Woche der Postkonfluenz beobachtet. Die Zellen wurden für 
zwei Stunden mit 50 µg/mL bLF und 1 ng/mL TGF-ß-1 inkubiert. Smad2 wurde mittels 
spezifischem 1st AK und einem 2nd AK, der mit dem fluoreszierenden Farbstoff TRITC 
markiert war, nachgewiesen. In den Color Combine Bildern erscheint Smad rot gefärbt. 
Die Kerne wurden mit DAPI blau gefärbt. Die Bilder wurden mit dem Programm 
META VUE eingefärbt. Das Ziel der beiden IF Experimente war es, herauszufinden, ob 
in CaCo2 Zellen die Smad Pathway Aktivierung durch bLF und TGF-ß-1 in allen 
Differenzierungsstadien funktioniert.  
 
4.4.1 IF mit präkonfluenten CaCo2 Zellen  
Im präkonfluenten Stadium der CaCo2 Zellen konnte eine deutliche Smad2 
Akkumulierung im Zellkern durch TGF-ß-1 beobachtet werden (Abbildung 16, Bild 3 
und 9). Durch die Inkubation der Inselzellen mit bLF konnte auch eine Smad Pathway 
Aktivierung festgestellt werden (Abbildung 16, Bild 2 und 8). Dieser Effekt erscheint 
durch LF nicht so ausgeprägt wie durch TGF-ß-1. Anhand der Bilder 2 und 3 ist eine 
Smad-Akkumulierung in den Zellkern durch die heller leuchtenden Zellkerne, im 
Vergleich zur Kontrolle, erkennbar. In den Color Combine Bildern ist dieses Ergebnis 
durch die Färbung besser ersichtlich. Die Smad-Translozierung in den ZK ist an der 
rosa Färbung der ZK in Bild 8 und 9 zu erkennen. Im Vergleich dazu erscheinen die ZK 
in der Kontrolle blau (Bild 7).  
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Abbildung 16: 
Lokalisierung von Smad2 mittels IF in präkonfluenten CaCo2 Zellen. Inkubiert wurde für zwei Stunden 
mit 50 µg/mL bLF (Bilder 2, 5 und 8) und 1 ng/mL TGF-ß-1 (Bilder 3, 6 und 9). Die Versuchsanzahl 
betrug zwei. Smad2 wurde mittels spezifischen 1st AK (Zymed, Rabbit) und eines 2nd AK nachgewiesen, 
welcher mit dem rot fluoreszierenden Farbstoff TRITC markiert war. Die Zellkerne wurden mit DAPI 
blau gefärbt. Diese beiden Färbungen sind deutlich in den Bildern 7 - 9 ersichtlich. Smad ist hell 
leuchtend in den Bildern 2 und 3 erkennbar. In den Bildern 4 – 6 sieht man die mit DAPI gefärbten ZK.  
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4.4.2 IF mit postkonfluenten CaCo2 Zellen 
Im postkonfluenten Stadium konnte weder durch bLF noch durch TGF-ß-1 eine  
Smad-Translozierung in den Zellkern hervorgerufen werden. Ersichtlich wird dieses 
Ergebnis anhand der Smadbilder 10 bis 12. Die dunklen Zellkerne sprechen für eine 
nicht stattgefundene Smad-Translozierung in den Zellkern. Zusätzlich sind in den 
Bildern 16 bis 18 die Zellkerne durch die DAPI Färbung eindeutig blau.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 17: 
IF mit postkonfluenten CaCo2 Zellen. Untersuchung der Smad Pathway Aktivierung durch Inkubation 
mit 50 µg/mL bLF (Bilder 11, 14 und 17) und 1 ng/mL TGF-ß-1(Bilder 12, 15 und 18) für zwei Stunden. 
Die Anzahl der Versuche betrug je zwei. Smad2 wurde mittels spezifischen 1st AK (Zymed, Rabbit) und 
eines 2nd AK nachgewiesen, welcher mit dem rot fluoreszierenden Farbstoff TRITC markiert war. Die 
Zellkerne wurden mit DAPI blau gefärbt. Diese beiden Färbungen sind deutlich in den Bildern  
16 - 18 ersichtlich.  
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15
10 11 12 
69 
4.5 Vier Stunden Inkubation konfluenter CaCo2 Zellen mit bLF und TGF-ß-1 
 
CaCo2 Zellen wurden bis zur Konfluenz gezüchtet und anschließend für vier Stunden 
mit 50 µg/mL bLF und mit 1 ng/mL TGF-ß-1 inkubiert. Ziel war es, mittels einer  
RT-PCR Studie, die Reaktion der TGF-ß-1 Zielgene, PAI-1 und FN-1, auf bLF und 
TGF-ß-1 zu untersuchen und festzustellen inwiefern sich die Effekte unterscheiden. 
Außerdem wurden die Gene Myc und MMP-1 untersucht. Alle Ergebnisse wurden auf 
GAPDH normalisiert.  
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4.5.1  mRNA Expression von PAI-1 und FN-1 durch bLF und TGF-ß-1 
Durch die Inkubation konfluenter CaCo2 Zellen mit LF und TGF-ß-1 konnte kein 
Unterschied in der PAI-1 mRNA Expression festgestellt werden. Weder durch LF noch 
durch TGF-ß-1 konnte die Expression stimuliert werden. Die Expressionswerte blieben 
auf dem Niveau der Kontrolle.  
Die FN-1 mRNA Expression sank durch die Inkubationen mit bLF und TGF-ß-1 unter 
das Kontrollniveau ab. Durch LF erreichte die mRNA Expression 88 Prozent des 
Ausgangswertes und die TGF-ß-1 mRNA Expression 84 Prozent des Kontrollwertes.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 18: 
mRNA Expression von PAI-1 und FN-1 in konfluenten CaCo2 Zellen. Inkubiert mit 50 µg/mL bLF und  
1 ng/mL TGF-ß-1 für vier Stunden. Mit dem Programm ChemImager wurden die Bilder ausgewertet und 
die LF und TGF-ß-1 Werte auf GAPDH normalisiert. Die Anzahl der RT-PCR Versuche betrug  
jeweils vier. (a)  RT-PCR mit 1 µL cDNA bei 61 °C/32 Cycles. (b) RT-PCR mit 1 µL cDNA bei  
70 °C/30 Cycles.    
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4.5.2 Effekte auf Myc und MMP-1 Expression nach LF und TGF-ß-1 Inkubation 
Bei Myc führte die Inkubation mit bLF zu einer Abnahme der mRNA Expression auf  
89 Prozent des Ausgangswertes. Durch die Inkubation mit TGF-ß-1 konnte keine 
relevante Abnahme beobachtet werden und die mRNA Level erreichten 94 Prozent der 
Kontrolle.  
Bei MMP-1 konnte kein eindeutiges, einheitliches Ergebnis ermittelt werden, da die 
Standardabweichungen nicht im gewünschten Bereich lagen. Um die MMP-1 mRNA 
Expression, unter der Einwirkung von bLF und TGF-ß-1 festzustellen, bedarf es noch 
weiterer Versuche.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 19: 
Inkubation konfluenter CaCo2 Zellen mit 50 µg/mL bLF und 1 ng/mL TGF-ß-1 für vier Stunden. mRNA 
Expression von Myc und MMP-1. Die Bilder wurden mit dem Programm ChemImager ausgewertet und 
alle Werte auf GAPDH normalisiert. (a) Die Anzahl der RT-PCR Versuche betrug jeweils fünf  
(1 µL cDNA, 63 °C/32 Cycles). (b) Bei MMP-1 wurden jeweils sechs Versuche durchgeführt. RT-PCR 
mit 1 µL cDNA bei 61,4 °C/30 - 34 Cycles.  
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4.6 Smad Pathway Aktivierung in prä- und postkonfluenten CaCo2 Zellen  
und Effekte von bLF und TGF-ß-1 in konfluenten CaCo2 Zellen 
 
4.6.1 Smad Pathway Aktivierung in präkonfluenten CaCo2 Zellen 
Anhand von präkonfluenten CaCo2 Zellen wurde die Smad Pathway Aktivierung durch 
bLF und TGF-ß-1 untersucht. TGF-ß-1 stellt eine der drei Isoformen der TGF-ß-1 
Superfamilie dar und signalisiert über den Smad Pathway [RAHIMI und LEOF, 2007]. 
Unter anderem werden die beiden Gene FN-1 und PAI-1 durch das Cytokin TGF-ß-1 
reguliert. Die zelluläre Antwort auf TGF-ß-1 kann sehr stark variieren und sie scheint 
vor allem zelltypabhängig zu sein [HOCEVAR et al., 1999]. Möglicherweise ist auch 
eine Vielzahl anderer Signalwege darin involviert, sodass es zu den unterschiedlichsten 
Zellreaktionen auf die TGF-ß-1 Stimulierung kommt [RAHIMI und LEOF, 2007]. 
Bekannt ist, dass auch TGF-ß-1 die MAPK – ERK, JNK, p38 sowie die PI3K Kinase 
aktiviert [MASSAGUÉ und GOMIS, 2006]. In früheren Arbeiten konnten im Bereich 
der Knorpelphysiologie Gemeinsamkeiten von bLF und TGF-ß-1 bei der 
Signaltransduktion herausgefunden werden. Beide haben eine katabole Wirkung auf 
Chondrozyten [BRANDL, 2005].  
Im Rahmen dieser Arbeit konnte mit Hilfe der IF gezeigt werden, dass sowohl  
TGF-ß-1 als auch bLF in der Lage sind den Smad Pathway in undifferenzierten CaCo2 
Zellen zu aktivieren. Die bLF und TGF-ß-1 Inkubationen vergleichend, erscheint die 
Akkumulierung durch TGF-ß-1 stärker. Durch bLF ist zwar auch ein Effekt zu 
erkennen, jedoch nicht in dem Ausmaß wie durch TGF-ß-1. Es kann also vermutet 
werden, dass präkonfluente CaCo2 Zellen auf bLF und TGF-ß-1 mit einer Smad 
Pathway Aktivierung reagieren. Welche Gene in präkonfluenten CaCo2 Zellen durch 
aktivierte Smads reguliert werden, bedarf noch weiterer Untersuchungen. Vor allem, ob 
die typischen Zielgene exprimiert werden.  
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4.6.2 Signaltransduktion über Smadproteine in postkonfluenten CaCo2 Zellen  
Die durchgeführte IF mit postkonfluenten CaCo2 Zellen zeigte keine Aktivierung des 
Smad Pathways. Weder bLF noch TGF-ß-1 konnten eine  
Smadkomplex-Akkumulierung im Zellkern bewirken. Diesem Ergebnis zufolge, könnte 
vermutet werden, dass Tumorzellen ihre Reaktion auf TGF-ß-1 verlieren. Laut 
Massagué und Gomis sind Tumorzellen in der Lage die TGF-ß Signalübermittlung zu 
unterbrechen und laut Chen et al. reagieren CaCo2 Zellen nicht auf die 
antiproliferativen Effekte von TGF-ß-1. Das Fehlen dieser Reaktion wird in 
Zusammenhang gebracht mit einer erhöhten ß-Catenin Expression  
[MARIADASON et al., 2001]. 
Auch ohne die Anwesenheit von TGF-ß-1 Signalen wird die Smadverteilung in der 
Zelle aufrechterhalten. Eine Unterbrechung der TGF-ß-1 Signalübermittlung kann zur 
Krebsentstehung beitragen. Tumorzellen beginnen meist unphysiologische TGF-ß-1 
Levels zu produzieren. Das führt schlussendlich zur Beeinflussung der Progression, 
Differenzierung und Metastasierung des Tumors. Dies geschieht durch das Entwickeln 
einer Resistenz gegenüber der TGF-ß-1 Signale. Es kommt zur Mutation oder 
Beeinflussung von TGF-ß-1 Komponenten im gesamten TGF-ß-1 Signalwegbereich. 
Hauptsächlich betroffen sind der Typ I Rezeptor, Smad2 und Smad4  
[MOUSTAKAS et al., 2002]. 
Die nicht erfolgte Smad-Translozierung in den Zellkern hängt vielleicht mit dem 
Differenzierungsstadium von CaCo2 Zellen zusammen. Beim Vergleichen der beiden 
Immunfluoreszenzen fällt auf, dass die Smad Pathway Aktivierung im Inselstadium 
funktioniert und sobald die Zellen zu einem geschlossenen Zellverband 
zusammengewachsen sind, ausbleibt. Um herauszufinden, ab welchem 
Differenzierungsstadium CaCo2 Zellen nicht mehr mit einer Smad Pathway 
Aktivierung auf TGF-ß-1 und bLF reagieren, müssen noch weitere Versuche 
durchgeführt werden.  
Im Folgenden wurde eine RT-PCR Studie mit konfluenten CaCo2 Zellen durchgeführt, 
um zu sehen wie konfluente Zellen auf eine vierstündige Inkubation mit bLF und  
TGF-ß-1 reagieren.  
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Aus der Literatur ist bekannt, dass LF die Zelladhäsion an EZM Proteine wie FN-1 und 
Vitronektin beeinflusst [SAKAMOTO et al., 2006]. Laut Hocevar et al. soll TGF-ß-1 
die  Kollagenexpression und den Abbau von Proteasen wie MMP-1 fördern. Es gibt 
Berichte die vermuten, dass im Bezug auf die Aktivierung des Smad Pathways die 
Ligandenbindung und Signaldauer auch Anteil nehmen welche Zielgene transkribiert 
werden [MOUSTAKAS et al., 2002] [ROSS und HILL, 2008]. 
Im Rahmen der Arbeit sollte anhand dieser Versuche eruiert werden, inwieweit bLF 
dieselben Effekte wie TGF-ß-1, auf die Gene PAI-1, FN-1, Myc und MMP-1, 
hervorruft.  
Bei der Untersuchung der mRNA Expression der Kollagenase MMP-1 konnte kein 
eindeutiges Ergebnis durch die bLF und TGF-ß-1 Inkubation gefunden werden, da die 
Standardabweichung zu groß war. Hier bedarf es noch weiterer Untersuchungen.  
Außerdem konnte keine Stimulierung der PAI-1 mRNA Expression, durch bLF oder 
TGF-ß-1, beobachtet werden. Bei Beiden blieb die mRNA Expression auf dem Level 
der Kontrolle.  
Ebenso wurde das TGF-ß-1 Zielgen FN-1 weder von bLF noch von TGF-ß-1 stimuliert. 
Im Vergleich zur Kontrolle konnte bei Beiden ein Absinken der mRNA Level in 
konfluenten CaCo2 Zellen ermittelt werden. Das könnte darauf hinweisen, dass infolge 
einer fehlenden Smad Pathway Aktivierung das Zielgen FN-1 auch nicht aktiviert 
wurde.  
Myc, ein zelluläres Onkogen wird von externen Signalen reguliert und TGF-ß-1 soll die 
c-Myc Aktivität hemmen [PELENGARIS und KHAN, 2003]. Bei diesem Versuch kam 
es zu einer Reduktion der Myc mRNA Expression durch bLF im Vergleich zur 
Kontrolle. Andererseits war durch TGF-ß-1 keine eindeutige Abnahme in der mRNA 
Expression zu erkennen.  
Generell muss beachtet werden, dass diese Versuche nur zu einem bestimmten 
Differenzierungszeitpunkt durchgeführt wurden. Um eruieren zu können, ab wann die 
typischen Zielgene PAI-1 und FN-1 nicht mehr auf TGF-ß-1 und bLF reagieren, 
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müssten diese Experimente noch zu weiteren Differenzierungsstadien von CaCo2 
Zellen durchgeführt werden.  
Werden die Ergebnisse der IF miteinbezogen, könnte vermutet werden, dass es im 
präkonfluenten Stadium von CaCo2 Zellen noch zu einer Expressionsstimulierung der 
Zielgene kommen könnte, da hier der Smad Pathway aktiviert erscheint. 
Möglicherweise kommt es zu keiner Smad-Translozierung in den ZK mehr, sobald die 
Zellen in einem zusammengewachsenen Zellverband vorliegen. Die Ergebnisse der IF 
mit postkonfluenten CaCo2 Zellen lassen dies vermuten. Weshalb die Smad Pathway 
Aktivierung und Expression der Zielgene nicht mehr funktioniert ist ein besonders 
interessanter Aspekt der sich aus dieser Arbeit ergibt und bedarf noch weiterer 
Versuche.   
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5 Zusammenfassung 
Zink ist ein essentieller Mikronährstoff der in die Immunregulation, Wundheilung, 
Zelldifferenzierung und Transkriptionsregulation involviert ist. Wie in so vielen Fällen 
ist Zink wie ein zweischneidiges Schwert. Einerseits ist es essentiell und Mängel führen 
zu Wachstumsstörungen, Hautläsionen sowie einer verminderten Immunantwort. 
Andererseits kommt es durch Überdosierungen zu toxischen Effekten und oxidativen 
Stress. In den vergangenen Jahren wurde eine Vielzahl von Zinktransportern 
identifiziert, wobei die Meisten den beiden Transporterfamilien ZnT und Zip angehören. 
Allerdings stellt sich die Frage, warum der Mensch so viele Zinktransporter besitzt. Die 
Kenntnis der Regulation dieser Zinktransporter bei variierenden 
Zinkkonzentrationsgehalten und Zellstadien könnte die Frage beantwortbar machen.  
Im Zuge dieser Arbeit wurde die mRNA Expression der einzelnen Zinktransporter im 
Differenzierungsverlauf von CaCo2 Zellen zu Dünndarmenterozyten beobachtet. 
Höchst signifikante Hochregulierungen konnten bei ZnT-1 und höchst signifikante 
Inhibierungen bei MT1A beobachtet werden. Eine eindeutige Regulation nach unten 
hin, hervorgerufen durch die Differenzierung, wurde bei Zip-1, PAI-1 und Endoglin 
festgestellt. MT1A stellt ein auswechselbares Zinkreservoir dar und Zip-1 fungiert als 
Zinktransporter vom Extrazellularraum und Zellkompartimenten ins Zytosol. Die 
mRNA Expression von Zip-4 ist auch abgesunken, jedoch nicht in einem so großen 
Ausmaß wie die von Zip-1. Der Vergleich von Zip-1 und Zip-4 zeigt, dass die Beiden in 
dieselbe Richtung Zink transportieren. Zusätzlich wurde die mRNA 
Expressionsregulation durch Zink in konfluenten CaCo2 Zellen untersucht. Hierzu 
wurden diese für vier Stunden mit 10 µM oder 100 µM Zinkchlorid inkubiert. Auf die 
100 µM Inkubation zeigte MT1A einen signifikant ansteigenden Effekt. Eine eindeutige 
Stimulation durch die hohe Zinkgabe erfuhren auch die beiden anderen untersuchten 
Metallothioneine MT1X und MT2A. Durch diesen Versuch wurde ihre Rolle in der 
Zinkentgiftung nochmals verdeutlicht.  
Außerdem wurde im Rahmen dieser Arbeit die Aktivierung des Smad Pathways durch 
LF und TGF-ß-1 in CaCo2 Zellen zu den verschiedenen Differenzierungsstadien eruiert. 
Das Cytokin TGF-ß-1 signalisiert über den Smad Pathway. Mit präkonfluenten CaCo2 
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Zellen wurde eine IF durchgeführt. Es konnte eine Smad Pathway Aktivierung durch LF 
und TGF-ß-1 ermittelt werden. LF zeigte keinen so ausgeprägten Effekt wie TGF-ß-1. 
Anschließend wurde derselbe Versuch mit postkonfluenten Zellen wiederholt. Hier 
konnte weder LF noch TGF-ß-1 eine Smad Pathway Aktivierung hervorrufen. 
Vermutlich verlieren Tumorzellen ihre Reaktion auf TGF-ß-1. Um einen ungefähren 
Anhaltspunkt zu bekommen, wann CaCo2 Zellen ihre Reaktion verlieren, wurde eine 
RT-PCR Studie mittels konfluenten Zellen durchgeführt, um zu erheben, ob die  
TGF-ß-1 Zielgene PAI-1 und FN-1 stimuliert werden. Hierzu wurden die Zellen für vier 
Stunden mit LF und TGF-ß-1 inkubiert. Durch diesen Versuch wurde klar ersichtlich, 
dass konfluente CaCo2 Zellen keine Stimulierung der TGF-ß-1 Zielgene zeigten. Durch 
diese Inkubationen wurde gezeigt, dass LF und TGF-ß-1 Reaktionen in die gleiche 
Richtung hin stimulieren, aber mit einer anderen Intensität. Weshalb die TGF-ß-1 
Antwort verloren geht ist ein besonders interessanter Aspekt dieser Ergebnisse.  
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6 Abstract 
Zinc is an essential micronutrient which is involved in immune regulation, wound 
healing, cell differentiation and transcriptional regulation. Zinc can have both positive 
and negative consequences. On one hand it is essential and deficiency results in an 
impaired immune reaction, disturbance of growth and skin lesions. On the other hand an 
overdose induces toxic effects and oxidative stress. In the last years a variety of zinc 
transporters were identified. The majority of them are members of the ZnT or Zip 
family. The question which comes up is, why humans do possess so many zinc 
transporters. We anticipated here to elucidate this puzzle by studying their regulation 
under varying conditions to find specific roles.  
The mRNA expression of several zinc transporters during differentiation of CaCo2 cells 
to small intestine enterozytes was observed in the first part of this work. Increasing 
expressions were noticed for ZnT-1 and decreasing effects for MT1A. A substantial 
regulation within differentiation was found for Zip-1, PAI-1 and Endoglin. MT1A 
sequesters and provides zinc and serves as a reservoir and Zip-1 acts as a zinc influx 
transporter to cytosol. In comparison the Zip-4 mRNA expression decreased but not to 
the same extent as in Zip-1. Additionally, confluent CaCo2 cells were incubated with  
10 µM or 100 µm zinc chloride for four hours. MT1A indicated a significant increase. 
Furthermore a distinct stimulation by a higher zinc dose was found for metallothioneins 
MT1X and MT2A. With this experiment the zinc detoxification function of 
metallothioneins was further emphasized.  
Within the framework of this report the Smad pathway activation by LF and TGF-ß-1 in 
distinct differentiation stages of CaCo2 cells was observed. The cytokine TGF-ß-1 
signals primarily via this signaling pathway. An IF with preconfluent CaCo2 cells was 
performed. The smad pathway activation was determined with LF and TGF-ß-1. Here 
LF could not deliver as such distinctive effects as TGF-ß-1 did. Subsequently this 
experiment was repeated with postconfluent CaCo2 cells. Neither LF nor TGF-ß-1 
induced the smad pathway activation. Presumably cancer cells loose their sensitivity to 
TGF-ß-1. To obtain an approximate idea, when CaCo2 cells loose their sensitivity, an 
RT-PCR study with confluent cells was made. The TGF-ß-1 target genes PAI-1 and 
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FN-1 clearly showed that confluent cells do not react with a stimulation of the target 
genes. Accordingly LF and TGF-ß-1 have the same impact but with a different 
intensity. Why the cells loose their response to TGF-ß-1 and what the consequences of 
the target gene response will be is an interesting aspect emerging from this work.  
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